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Die Anderung der chemischen Resistenz pflanzlicher 
Plasmen mit dem Entwicklungszustand 


Von 


Richard Biebl und Waldtraut Rossi-Pillhofer 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 9 Textabbildungen 


(Eingelangt am 12. Marz 1954) 


Einleitung 


Die Erforschung der Resistenzeigenschaften der Pflanze gegeniiber 
chemischen Einfliissen zihlt heute mit zu den meist untersuchten Fragen 
der Pflanzenphysiologie. Mit dem Bekanntwerden der Wirkung kleinster 
Stoffmengen, seien es die fiir die Ernahrung wichtigen Spurenelemente 
(Lit. b. Scharrer 1944, Bibliography 1948, 1951, 1953 u. a.) oder die fiir das 
Wachstum entscheidenden Wuchsstoffe (Lit. b. Linser 1951, Frohberger 
1951, Blackmann 1952 u. a.), ergab sich die Notwendigkeit, die optimalen 
Mengen gegen gréfere, schadigende Dosen abzugrenzen. Dabei wurde vor 
allem die Wirkung der durch den Boden, durch Bespriihen oder durch In- 
jektionen verabreichten Stoffgaben auf verschiedenste physiologische 
Leistungen. wie Wachstum, Atmung, Assimilation, Chlorophyllbildung usw.. 
untersucht. 

Die Zellphysiologie beniitzte ihrerseits schon lange die verschiedene 
Resistenz pflanzlicher Protoplaste gegen aufere Einwirkungen, darunter 
auch gegen chemische Agenzien, fiir Fragen der protoplasmatischen Ana- 
tomie (Weber 1929, Reuter 1949) oder der vergleichenden Protoplasma- 
tik (Héfler 1952, 1939). Im Bereich dkologisch orientierter Plasmaforschung 
zeigte es sich, dal} zwischen Standortfaktoren und Resistenz gegen diese 
enge Beziehungen bestehen und daff den Pflanzen eines und desselben 
Standortes oft gemeinsame Ziige in ihrer plasmatischen Resistenz zukommen 
(Bieb! 1939). Vergleicht man jedoch die Resistenz der Pflanzen eines be- 
stimmten Standortes gegen Stoffe oder Einfliisse, die an diesem keine Rolle 
spielen, so hat die Gemeinsamkeit des plasmatischen Verhaltens ein Ende 
Protoplasma, Bd. XLIV/2 9 
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(Bieb! 1952a, b). Die .dkologische Resistenz™ gegen bestimmte Um- 
weltfaktoren ist also fiir Pflanzen eines Biotops vielfach ahnlich, die .nicht 
umwelibezogenen Resistenzen” kénnen hingegen recht verschieden 
sein (Bieb| 1949). Letztgenannte sind daher besonders geeignet, verschie- 
dene pflanzliche Plasmasorten zu kennzeichnen (Bieb| 1947 a, 1950 a). 


Erfahrungen der letzten Dezennien lehrten, da die Protoplasmen ver- 
schiedener Pflanzen nicht allein untereinander verschiedenartig sind, son- 
dern daf sie auch alters- und jahreszeitlich bedingte Veranderungen er- 
fahren kénnen. Das gilt sowohl fiir die Permeabilitat (Krassinsky 1929, 
Marklund 1936, Héfler 1937, Hofmeister 1938, Lenk 1953 u. a.) wie 
fiir den osmotischen Wert (Lidforss 1907, Ursprung und Blum 1911, 
Steiner 19359, Pisek 1950 u. a.) oder die Viskositaét und die Kiilteresistenz 
(Weber und Hohenegger 1923, Kessler 1935, Kessler und Ruhland 
1938 u. a.). Zusammenfassende Darstellungen der Anderungen der Plasma- 
eigenschaften beim Altern pflanzlicher Zellen gaben Paech (1940) und 
Fischer (1950). Die GréBe der Schwankungen ist bei den verschiedenen 
Pflanzen nicht gleich. 

Sieht man die ,nicht umweltbezogenen konstitutionellen Resistenzen* 
als Ausdruck eines gegebenen Plasmazustandes, so ist zu erwarten, daft 
auch diese — in unserem Falle die chemischen Resistenzen — entwicklungs- 
bedingte Veranderungen erfahren werden. 


Schon in der ersten Untersuchung iiber die Plasmaresistenz gegen Zink, 
Bor und Mangan (Bieb] 1947 a) konnte an einigen Moosen gezeigt werden, 
da die Resistenz bei der einen Art wahrend des ganzen Jahres gleich 
bleibt, bei einer anderen hingegen wechselt. Es wurde daher in bezug auf 
den in Frage stehenden Stoff zwischen ,,resistenzkonstanten” und 
.resistenzveranderlichen” Plasmen unterschieden. 

Vorliegende Untersuchung betrifft die Veranderlichkeit der che- 
mischen Resistenz der Blatt- oder Stengelepidermen verschiedener 
Bliitenpflanzen im Laufe ihrer Entwicklung. Beobachtet wurde die 
Wirkung von Borsdure und von Zink-, Mangan- und zum Teil auch von 
Chromsulfat. Um den jahreszeitlichen Einflu8 vom Einfluf des Alters unter- 
scheiden zu kénnen, wurden an einer Reihe von Objekten zur gleichen 
Jahreszeit verschieden alte Individuen bzw. Organe untersucht. Die zur 
Untersuchung bestimmten Kulturpflanzen wurden zu diesem Zweck mehr- 
mals hintereinander angebaut. Die Mitteilungen stiitzen sich im wesent- 
lichen auf die von W. Rossi in ihrer Dissertation (Wien 1951) nieder- 
gelegten Beobachtungen. Es sei daher an dieser Stelle von einer vollstan- 
digen Wiedergabe der Protokolle und der Einzelbeobachtungen abgesehen. 


Methodik 


Epidermisschnitte der Versuchspflanzen wurden in weithalsigen, 30cm’ 
fassenden Flaschchen iiber 48 Stunden in die abgestuft konzentrierten L6- 
sungen eingelegt und anschliefend mikroskopisch auf ihren Lebenszustand 
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untersucht. Die Einwirkungsdauer von 48 Stunden hat sich in den voran- 
gegangenen Arbeiten als hinreichend lange erwiesen. Nach dieser Zeit blei- 
ben die erreichten Schadigungen meist annahernd konstant. Ein weiteres 
Ubergreifen auf niedrigere Konzentrationen geht dann nur mehr allmiahlich 
oder oft itiberhaupt nicht mehr vor sich. Als Lebensreaktion diente Plasmo- 
lyse in 0,5—1,0 mol KCl. Kontrollschnitte wurden gleich lange in doppelt 
destilliertem Wasser gehalten. 


Im allgemeinen wurden von Borsaure (H,BO,), ZnSO, MnSO, und 
Cr,(SO,) 3%ige Lésungen in doppelt dest. H.O hergestellt und aus die- 
sen 1, 0,1, 0,01, 0,001 und 0,0001%ige Verdiinnungen bereitet. Um die 
Prozentangaben mit solchen in Mol-Werten vergleichen zu kénnen, seien 
die Mol-Werte der 1%igen Lésungen bzw. die Prozentwerte einmolarer 
Lésungen unserer Versuchsstoffe angegeben: 


H,BO, = 0,16 Mol, 1 Mol 6,2% 
ZnSO, .7H,O =O. 1 
Cr,(SO,),.6H,O =0,020 . 1 
1% MnSO,.4H,O =0044., 1 


” 


Jedes Objekt wurde im Verlauf seiner Entwicklung monatlich ein- bis 
zweimal untersucht. In den graphischen Darstellungen sind die jeweils noch 
vitalen Grenzkonzentrationen angegeben. 


1. Resistenz wildwachsender, wintergriiner Pflanzen in der 
Zeit von Marz 1949 bis April 1950 


Um die Beobachtungen auch iiber den Winter fortfiihren zu kénnen, 
wurden zu dieser ersten Versuchsreihe Pflanzen mit wintergriinen Blattern 
gewahlt, und zwar Anemone hepatica, Cyclamen europaeum und Hedera 
helix. Untersucht wurde die Epidermis der Blattunterseite und des Blatt- 
stieles, bei Hedera von Sonnen- und Schattenblattern. In jedem Versuch 
wurden vier Schnitte beobachtet. 


Der Zeitpunkt der Blattentfaltung fallt bei den drei Pflanzen nicht in 
denselben Monat. Bei Anemone hepatica beginnt die Beblatterung durch- 
schnittlich im April und bleibt auf kurze Zeit beschrankt, wahrend die 
Blatter des Vorjahres allmahlich absterben. Bei Cyclamen europaeum 
finden sich besonders im Juli junge Blatter, wahrend die alten Blatter, 
die den Winter iiberdauert haben, bis Oktober erhalten bleiben. Hedera 
helix schlieflich setzt mit der Neubeblatterung im allgemeinen im April 
ein, wobei die Blatter haufig im selben Jahr nicht mehr ihre volle GréRe 
erreichen. Man kann bei Hedera bis zu einem gewissen Grad aus dem Aus- 
sehen der Blatter auf ihr Alter schliefen. Sie werden gréfer, dunkler griin, 
ledriger und verlieren den feinen, an der Unterseite ganz junger Blatter 
vorhandenen Flaum. Die Epidermen der Unterseite iiberwinternder Blatter 
sind meist anthokyanhialtig. Sonnen- und Schattenblatter unterscheiden sich 

Q* 
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zudem wesentlich durch ihre Gestalt. Die Sonnenblitter sind oft fast 
eiférmig. gréRer und heller griin. 


a) Anemone hepatica 


Tab. 1 gibt ein Beispiel der Protokollfiihrung und zeigt gleichzeitig das 
untereinander meist sehr gut iibereinstimmende Resistenzverhalten der 
vier Parallelschnitte. Festgehalten sind in diesem Beispiel die Resistenz- 


Tab. 1. Anemone hepatica, Resistenz verschieden alter Blatter ge- 
gen Borsadure. Zn-. Cr- und Mn-sulfat in der Zeit von Mirz bis Juli. 
(4= alles lebend, 3 = mehr als die Halfte lebend, 2 = ungefahr die Hialfie lebend, 
1 = einige Zellen lebend. 0 = alles tot. In den Kurvendarstellungen wurde ein Schnitt 
als ..lebend“ bezeichnet. wenn alle oder zumindest fast alle Zellen lebend waren.) 


% HsBOs ZnSO, Cr2(SOr)s MnSO, MnSO, 





7. 3. 49, Blatt vom Vorjahr 


0000 0000 
0000 0000 
4444 0000 
4444 0000 
4444 4444 
t444 4444 





3. 4. 49. Blatt vom Vorjahr 
0000 2211 
4522 1111 


3 
L 
0.1 3322 0000 
0.01 4435 3222 
0,001 4444 4444 
0.0001 4444 adit 





. 5. 49. Blatt vom Vorjahr 
0000 3211 
3311 2100 
4445 2100 
4444 1100 
4444 43532 
4444 4422 





4. 5. 49, Friihjahrsblatt 1949 
0000 0000 
4444 0000 
4444 0000 
4444 0000 
4444 0000 
4444 4000 





6. 7. 49. Blatt von 1949 
5 0000 

0000 

4444 

4444 

4444 

4444 
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Wi HsBOs ZnSO, Cr2(SOa)s MnSO, % MnSO, 





25. 8. 49, Blatt von 1949 
3 0000 
1 4332 
0,1 4444 
0,01 4444 
0,001 4444 
0,0001 4444 





. 10. 49, Blatt von 1949 
0000 0000 
4444 0000 
4444 0000 
4444 2211 
d444 4444 
0,0001 4444 dit 





14. 12. 49, Blatt von 1949 


0000 0000 
4444 0000 
4444 0000 
4444 3322 
Add 4333 
4444 4444 





. Blatt von 1949 


0000 
444d 
4444 
4444 
4444 
0.0001 4444 





26. 4. 50. Blatt von 1949 


0000 
0000 
0000 
2211 
2211 
2211 


— — DD 


eV DOoWS 





50. Friihjahrsblatt 1950 


0000 0000 0000 
0000 0000 0000 
0.1 4444 0000 0000 
0,01 4443 0000 0000 
0,001 Added 2211 2221 
0.0001 4444 3222 4444 


veriinderungen der Epidermiszellen der Blattunterseite verschieden alter 
Blatter von Anemone hepatica. Die hohe Manganresistenz verlangte die 
Verwendung von 4. 3, 8, 10, 15 und 20% MnSQ,,. 


In gleicher Weise wie in Tab. 1 von Marz bis Juli gezeigt, wurden diese 
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Versuche auch in den folgenden Monaten bis zum Marz des niachsten Jahres 
fortgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abb. 1 kurvenmaltig dargestellt. 


Die auffallendste Kurve in Abb. 1 ist die der Manganresistenz. 
Diese ist bei den jiingsten, frisch entfalteten Blattchen im Mai am nied- 
rigsten (0,0001% MnSOs: wirkt noch tédlich!), steigt im Juli schon an und 
erreicht im August eine Héhe von 5%, die bis November sogar auf 15% 
hinaufgeht. Dann sinkt sie wieder etwas ab, aber nicht unter 8%. Die 
Tatsache, daft alte iiberwinterte Blatter des Vorjahres im Mai, zur gleichen 
Zeit. da die jiingsten Blatter die gro®e Manganempfindlichkeit aufweisen, 
noch in einer 20%igen MnSO:-Lésung leben und die jiingsten Blatter des 
folgenden Jahres, zur Zeit, da die nunmehr iiberwinterten Blatter des 
Hauptversuchsjahres eine Resistenz von 8% zeigen, wiederum bis zu 
0,0001% herunter geschadigt werden, laft klar erkennen, daft hier die ver- 
schiedene Resistenz — unabhangig von der Jahreszeit — vom Alter der 
Zelle bedingt ist. 
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Abb. 1. Anemone hepatica, Epidermis der Blattunterseite. Jahresgang der Resi- 
stenzen 1949/50. 
=MnSO,. 1948 = iiberwinterte Blatter vom 
Vorjahr, 1949 = Blatter des Hauptversuchsjahres, 1950 = ganz junge Blatter des 
dem Hauptversuchsjahr nachfolgenden Jahres. 


Nicht so klar ist dies bei den Resistenzen gegen Borsdure und Zink- 
sulfat. Hier zeigen namlich sowohl die altesten iiberwinterten Blatter des 
Vorjahres wie die jiingsten in den Monaten April und Mai eine 
gleichmaRig niedrigere Resistenz als die vollentwickelten Blatter in den 
Monaten August bis Marz. Man kénnte daher an jahreszeitlich bedingte 
Resistenzverschiedenheiten denken. Zieht man aber die grofe Verschie- 
denheit der Umweltverhaltnisse in den Monaten August bis Februar in 
Betracht, so neigt man doch dazu, auch hier die Resistenzunterschiede dem 
verschiedenen Blattalter zuzuschreiben. Nur wiirde in diesen Fallen nicht 
wie beim Mangan die hohe Resistenz der vollerwachsenen Blatter im Alter 
erhalten bleiben, sondern wiederum etwas absinken. 
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b) Cyclamen europaeum 


Ein ganz ahnliches Bild der Resistenzinderungen und auch des Verhiilt- 
nisses der Giftigkeit von Bor, Zink und Mangan zueinander zeigen die 
Epidermiszellen von Cyclamen europaeum. Auch hier war es méglich, die 
Resistenz iiberwinterter Blatter des Vorjahres mit den sich im Beobach- 
tungsjahr entwickelnden nebeneinander zu vergleichenden (Abb. 2). 

Die Borresistenz ist wie bei Anemone hepatica héher als die Zink- 
resistenz. Beide Resistenzkurven zeigen auch den gleichen jahreszeitlichen 
Verlauf wie bei Anemone. Die Epidermen der jiingsten und daltesten Blatter 
sind empfindlicher als die der vollentwickelten Blatter. Gemessen an den 
groften Unterschieden zwischen jungen und alten Blattern in der Mangan- 
resistenz sind die Schwankungen aber geringfiigig. 
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Abb. 2. Cyclamen europaeum, Epidermis der Blattunterseite. Jahresgang der 
Resistenzen 1949/50. 


=> ZnSOa, eee eee HsBOs., —= MnSO,. 


c) Hedera helix, Schattenblatt 


Hatten wir bei den beiden vorgenannten Pflanzen — abgesehen von der 
geringen Resistenzsteigerung bei den vollentwickeliten Blattern — gegen 
Bor und Zink anna&hernd Resistenzkonstanz und gegen Mangan starke 
Resistenzveranderlichkeit, so finden wir in der unteren Epidermis der 
Schattenblatter von Hedera helix ein Objekt, bei dem sich nur die Bor- 
resistenz in allen Altersstufen annahernd konstant verhalt. Die Zinkresistenz 
erfahrt hingegen, ebenso wie auch wieder die Manganresistenz, mit zu- 
nehmendem Alter der Zellen eine starke Steigerung von 0,0001% bis auf 
iiber 10% ZnSO:. Die Unabhangigkeit von den jahreszeitlichen Aufen- 
faktoren geht wieder besonders schén aus der gleichzeitigen hohen Resi- 
stenz alter, iiberwinterter (1948) und der niederen Resistenz frisch ent- 
falteter. junger Blatter hervor (Abb. 3). 
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d) Hedera helix, Sonnenblatter 


Von diesem Objekt konnien gleichzeitig mehr als zwei verschiedene 
Altersstufen gepriift werden. In guter Ubereinstimmung mit den Schatten- 
blattern zeigte sich in den ersten Monaten der Blattentwicklung ein starkes 
Ansteigen der Resistenzen gegen Zink- und Mangansulfat. Die Spanne 
zwischen jiingsten und altesten Blattchen lag im Oktober zwischen 0,0001 % 
und 3% (héhere Konzentrationen wurden nicht gepriift!) ZnSO,, bzw. 
0,0001% und 15% MnSOs:. Verschiedenes Verhalten zeigten die Schatten- 
und Sonnenblatter von Hedera helix in der Resistenz gegen Borsdure bei 
jungen Blattchen: Die Lichtform war haufig empfindlicher. Die Resistenz- 
- 2948 (und ater) 
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Abb. 3. Hedera helix. Schattenblatt. Epidermis der Blattunterseite. Jahresgang der 
Resistenzen 1949/50. 


ZnSO:,____.=H;BOs, — MnSOu. 


grenze junger Lichtblatichen lag manchmal schon bei 0,001% H,BO,. wih- 
rend die Epidermen junger Schattenblattchen durchwegs noch in 0.1% 
Jebten. 


2. Resistenz einiger Kulturpflanzen im Laufe ihrer Ent- 
wicklung 


Die Pflanzen wurden im Versuchsgarten des Pflanzenphysiologischen In- 
stituts im Wiener Augarten gezogen. Um die Faktoren Jahreszeit und 
Entwicklungsalter voneinander trennen zu kénnen, wurden einzelne der 
Versuchspflanzen in Abstanden von ein bis drei Monaten dreimal hinter- 
einander angebaut. Dadurch standen fiir die Untersuchungen jeweils gleich- 
zeitig verschieden alte Pflanzen zur Verfiigung. 

Fiir die ersten Versuche wurden Epidermen der Hypokotyle oder der 
Kotyledonenstiele. spaterhin Epidermen der Stiele der gréften Blatter ver- 
wendet. 

Der leichteren Darstellbarkeit wegen sollen in den folgenden Kurven 
nur die Resistenzen der verschieden alten Blattstielepidermen wiedergege- 
ben werden. Auf die Resistenzverhaltnisse des Hypokotyls wird nur be- 
schreibend hingewiesen werden. 
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a) Raphanus sativus L. f. albus D. C., Miinchner Bierrettich, weif? 


Die Resistenzen der Blattstielepidermen gegen Borsaure, Zink- und 
Mangansulfat (Abb. 4) anderten sich unter dem Einfluf des Alters und zum 
Teil wohl auch unter dem der Jahreszeit. Im allgemeinen stieg die Resistenz 
der Epidermiszellen von Hypokoty!, Kotyledonenstiel und Blattstiel mit 
dem Alter der Pflatizen an. Die Resistenzen der Hypokotyle gegen Mangan 
lagen wesentlich, die der Kotyledonenstiele um ein geringes héher als die 
junger Blattstiele. 

Die Resistenz gegen Mangansulfat lag schon bei jungen Blattstielepi- 
dermen im Vergleich zu anderen Pflanzen hoch. Die Lebensgrenze gleich 
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Abb. 4. Raphanus sativus L. f. albus, D. C., Miinchner Bierrettich, weif. Blatt- 
stielepidermis. Resistenzinderungen im Laufe der Entwicklung. 


S-e = ZnSOu,. = HsBOs. = MnSOQ,. 


junger Blattstielepidermen lag. unabhangig von der Jahreszeit, in allen 
drei Versuchen (August, September, November) bei 0,01% und stieg bis zu 
einem bestimmten Entwicklungszustand auf 3% an. Dieser Zustand war bei 
der ersten Aussaat im September, bei der zweiten im November erreicht. 
Eine im Juni untersuchte alte Pflanze hatte kurz vor dem Bliihen gleich- 
falls ihre Resistenzgrenze bei 3%. 

Bemerkenswert ist, da8 bei Pflanzen mittleren Alters Konzentrationen 
von 0,1 und 1% MnSO: haufig schadlicher wirkten als 3%ige Lésungen, 
wahrend die Epidermen alter Pflanzen in allen diesen Konzentrationen am 
Leben bleiben. 

Fiir Zinksulfat ergab sich folgendes Bild der Resistenz: Hypokotyle 
hatten nur im Juni ihre Lebensgrenze bei 0,0001% ZnSO,, im Juli, Sep- 
tember und Oktober aber bei 0,001% und im November sogar erst bei 
0,01%. Parallel dazu lag die Lebensgrenze der Blatistielepidermen im 
August bei 0,001% und im November fiir die verschieden alten Blatter aller 
drei Versuche einheitlich bei 0,01%. Es scheinen demnach hier engere Be- 
ziehungen zwischen Resistenz und Jahreszeit zu bestehen als zwischen Re- 
sistenz und Alier. 
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In der Resistenz gegen Borsaure liefen sich keine besonderen Beziehun- 
gen zu Jahreszeit oder Alter feststellen. Die Resistenz war in den ver- 
schiedenen Altersstufen annahernd konstant. Die Lebensgrenzen lagen bei 


0.1 oder 1% H,BO,. 
b) Brassica napa var. Rapa (L.) Thellung, Weife Riibe, Turnips 


Es wurden zwei Aussaaten am 4. Juni und am 24. August gemacht und 
ab Juli bzw. ab Mitte September laufend untersucht. Die Resistenzen der 
Blattstielepidermen gegen Borsaure, Zink- und Mangansulfat anderten sich 

hier wiederum deutlich mit 
%6 Aussaat: 46 1949 : Aussaat. 26.8 1949 dem Alter der Blatter, un- 
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hd, . | ar zeit (Abb. 5). 
| r oe Die Lebensgrenze fiir 
Maly, | | Zinksulfat lag bei den 
¥ jiingsten Blattern im Juli 
und Oktober bei 0,001% 
und stieg bei der Aussaat 
Zn Sl, | : im Juli bis November auf 
| | 0.1%, bei der Aussaat im 
| | | Oktober bis November auf 
dim jw Aug. Sest Okt Nw Seat Okt Now 0.01% an. 
Abb. 5. Brassica napa var. Rapa, weife Riibe. Die Resistenz gegen 
Blattstielepidermis. Resistenzen im Laufe der Ent- Mangansulfat zeigt gleiche 
wicklung. ‘ Abhangigkeit vom Alter 
Serer: = HsBOs, MnSO,, und Unabhangigkeit von 
—— = MnSQu. der Jahreszeit. Die jiing- 
sten Blatichen der ersten 
Aussaat haben im Juli ihre Lebensgrenze in 0.1%, die im August bereits auf 
8% hinaufschnellt. Diese hohe Resistenz bleibt bis November mehr oder 
weniger gleichmaftig erhalten. Die jiingsten Blatter der zweiten Aussaat 
haben im September wieder eine niedere Resistenz (0,01%), die aber gleich- 
falls innerhalb eines Monates auf 3 und im niachsten Monat auf 4% MnSO, 
ansteigt. Wie beim Rettich finden wir auch hier gelegentlich bei 0,1—1% 
MnSO, eine grofe Anzahl abgestorbener Zellen, wihrend in 3% MnSO, 
wiederum alle Zellen leben. 
Die Resistenzgrenze gegen Borsaure lag im allgemeinen in jeder Alters- 
stufe bei 1%. nur beim jungen Blattstiel der zweiten Aussaat schon bei 0,1%. 
Hier stieg sie erst spater auf 1% an. 
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c) Brassica oleracea var. gongylodes, Kohlrabi, blauer Speck 


Die Resistenzen gegen Zink- und Mangansulfat stiegen wiederum mit 
dem Alter. unabhangig von der Jahreszeit, stark an, die gegen Borsaure 
lag hingegen bei allen untersuchten Blattstielepidermen, wie auch bei den 


Hypokotylen, unabhangig von Alter und Jahreszeit gleichmaftig bei 1% 
(Abb. 6). 
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d) Daucus carota, Méhre, gelber Riese, Champion 


Die Resistenzverschiedenheiten junger und alter Blatter sind bei der 
Mohre geringer als bei den bisher besprochenen Objekten. Die Wider- 
standsfahigkeit gegen Mangan- und Zinksulfat nimmt aber gleichfalls mit 
dem Alter etwas zu. % Aussaat 46 1949 Aussaat 24 8 1949 
Gegen Borsiure sank 44 2S SS SS = —- 
die Resistenz im August 
und September von 1% 
auf 01%, um Anfang 
Oktober wieder auf 1% 
Borséure anzusteigen 


(Abb. 7). 00 
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e) Solanum tuberosum, | | 


Kartoffel, Olympia | 
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Seok. Wk Now 


Die ersten Untersu- app. 6, Brassica oleracea var. gongylodes, Kohlrabi. 
chungen wurden = an Blatistielerpidermis. Resistenzen im Laufe der Ent- 
Kartoffelpflanzen durch- wicklung. 


gefiihrt, die im Mai im = ZnSQOn. = HsBOs. = MnSO,. 
ungediingten Boden ge- 
legt wurden. Diese Pflanzen waren schon bei der ersten Untersuchung 
voll entwickelt und konnten im August nicht mehr verwendet werden. 
* Eine zweite Serie wurde im 
2 Aussddt: 4.6. 1949 Aussdat 28.8 149 : : 
6 ——— —= Juni gelegt und im Jugend- 
ol. — — Coctigns~ 
v4 f —— + — stadium (53cm hoch) erstmals 
Mr Sly gepriift. Bei der letzten Unter- 
4, i suchung im Oktober waren 
: diese Pflanzen schon kurz vor 


| | | dem Abtrocknen (Abb. 8). 
| | 












































Die hohe Manganresistenz 
Lies (3—10%) junger und voll ent- 
r eo wickelter Blatter steht in 
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Abb. 7. Daucus carota, Méhre. Blattstielepi- 1950 b). Sie fallt im Gegensatz 
dermis. Resistenzen im Laufe der Entwicklung. zu den bisher besprochenen 
«3--=—=“£nsOn, = HsBOs, Objekten bei den _ Altesten 
—— = MnSQ,. Blattern im Oktober von 3,0 

auf 0.1% ab. Gegen Borsdure 

zeigen demgegeniiber die Epidermen der Blattstiele wahrend der gesamten 
Versuchsdauer unverandert Resistenzkonstanz. Die Zinkresistenz beginnt 
auf 0,01% und sinkt in den alten Blattern im Oktober bis auf 0,0001% ab. 


Ein Unterschied verschieden alter Blatter ein und derselben Kartoffel- 
staude ist kaum merkbar, mit Ausnahme bei der letzten Resistenzbestim- 





124 R. Biebl und Waldtraut Rossi-Pillhofer 


mung im Oktober, wo die ilteren, vor dem Eintrocknen stehenden Sprosse 


den in Abb, 8 wiedergegebenen Resistenzschwund gegen Mangan- und Zink- 


sulfat erleiden, wahrend die Blattstielepidermen der jiingsten Sprosse 


gleichzeitig ihre Lebensgrenzen noch in 


% gelegt:3§ 1949 hegh: 16 1949 
= id 3% MnSO, und 0,001% ZnSO, hatten. 
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s 6 f) Solanum lycopersicum, Tomate, 
Bonner Beste 
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Die Untersuchungen an Tomaten be- 
gannen erst nach dem Verpflanzen, also 
am endgiiltigen Standort. Beobachtun- 
||| gen an ganz jungen Pflanzen liegen da- 
her nicit vor. Die Blattstielepidermen 

nF os ee zeigten in den Monaten Juni bis Okto- 
Sad. -& ‘Rabies dene, “Sb ber gegen Borsiure und Zinksulfat eine 
toffel, Olympia. Blattstielepidermis. vollkommen _gleichbleibende, gegen 
Resistenzen im Laufe der Entwick- Mangansulfat eine nur unwesentlich 
lung. schwankende_ Resistenz. Gleichzeitig 

untersuchte Blatter derselben Staude 

ergaben gegen Borsaure wi.d Zinksulfat 

die gleichen Resistenzgrenzen, namlich 

gegen H,BOs bei 0,1% und gegen ZnSO, bei 0,001%. Gegen Mangansulfat 
lag die Resistenz der jungen Blatter bei 3%. 
bei den ilteren dagegen bei 5—8%. Sie war 
also bei den jungen Blattern etwas geringer 


(Abb. 9). 
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3. Resistenz verschieden alter Sprosse 
einiger Wildpflanzen 





Es wurde an sieben verschiedenen Arten die sor Kile 





Resistenz der Stengelepidermen gegen Borsiure. 
Mangan-, Zink- und Chromsulfat in der Zeit von = 707 
Juni bis Oktober in Abstanden von je 4 Wochen 
untersucht, und zwar gleichzeitig die Resistenz 
von jiingeren und dlteren Sprossen desselben In- 
dividuums. Versuchspflanzen waren die Labiaten 
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Abb. 9. Solanum lyco- 
persicum, Tomate, Bonner 
Beste, Blattstielepidermis. 


Resistenzen im Laufe der 
Salvia pratense, Salvia glutinosa, Salvia ver- Entwicklung. 


ticillata und Ballota nigra, ferner die Caryo- ----- — J7nSQr. 
phyllacee Saponaria officinalis, die Liliacee Con- HsBOs. 
vallaria majalis und die Vitacee Vitis vulpina. 

Verschiedenes Verhalten der Epidermen alter und jiingerer Sprosse der- 
selben Pflanze wurde nur bei Salvia verticillata und Ballota nigra gegen 
MnSO, festgestellt, und zwar waren bei der Salvia die jiingeren Sprosse 
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manganresistenter als die alteren, bei Ballota hingegen die jiingeren 
manganemplindlicher. 


Tab. 2 gibt eine Ubersicht des Schwankungsbereiches der Resistenz gegen 


die vier verwendeten Stoffe in den Monaten Juni bis Oktober 1949. 


Tab. 2. 


Schwankungsbereich der Resistenz einiger Wildpflanzen 


in den Monaten Juni bis Oktober (bei Vitis vulpina a) = alter Trieb, 
b) = junge Triebspitze). 





Voll erwachsene 
Pflanzen 
(Stengelepidermen) 


Schwankungsbereich der Resistenz 
in den Monaten Juni—Oktober 





H,BO; 


| 


ZnSO, 


‘MnSO, = |» 


~ Cri(SO.)s 





Salvia pratensis 
Salvia glutinosa 
Salvia verticillata 
Ballota nigra 
Saponaria officinalis 
Convallaria majalis 
Vitis vulpina 


11% | 0,001—0,01% 


0,1—0,1% 
0,1—0,1% 


1—0,1—1% | 


1—0,1—1% 
1—0,1% 
0,1—0,1% 


0,001—0,01% 
0,001—0,001% 
0,001—0,001% 
0,001—0,001 % 
0,01 —0,01% 

0,001—0,001% 


4—20% 
8—15% 
0,01—15% 
3—20% 
10—20%, 
8—10% 

a) 0,01—1—0,01% 


0,001 
0,001 
0,001 
0,001 
0,001 
0,001 


0,0001—0,001% 


—0,001% 
—0,0001 % 
—0,0001 % 
—0,001% 
—0,001% 
—0,001% 





b) 0,01—3—0,01% 


Die Resistenz gegen Borsiure ist im Verlauf der Beobachtungs- 
monate konstant bei Salvia pratense, Salvia glutinosa, Salvia verticillata 
und Vitis vulpina. Bei Ballota nigra finden wir ein leichtes Absinken der 
Resistenz in den Monaten Juli bis September, bei Saponaria in den Monaten 
Juli und August. Dann steigt die Resistenz wieder auf den Ausgangswert. 
Bei Convallaria (Blattscheiden) schlieBlich sehen wir ab Ende Juli ein blei- 
bendes Absinken von 1.0 auf 0,1% H,BO,. 

Die Resistenz gegen Zinksulfat ist in den Monaten Juni bis 
Oktober konstant bei Salvia verticillata, Ballota nigra, Saponaria of fici- 
nalis, Convallaria majalis und Vitis vulpina. Bei Salvia pratensis und 
Salvia glutinosa steigt sie im Juli von 0,001 auf 0.01% an, sinkt aber bei 
Salvia pratensis in den nachsten Monaten wieder auf 0,001% ab. Bemer- 
kenswert ist die verhaltnismaBig hohe, konstante Zinkresistenz (0,01% 
ZnSO,) der Epidermen der Blattscheiden von Convallaria majalis, die von 
anderen Pflanzen nur selten oder nur voriibergehend erreicht wird. Gleich- 
zeitig durchgefiihrte Bestimmungen an auferen, inneren und chlorophyll- 
freien inneren Blattscheiden von Convallaria majalis ergaben gleiche Resi- 
stenzgrenzen. 

Auffallend sind hingegen die grofen Resistenzschwankungen 
gegen Mangansulfat. Im allgemeinen ist die Resistenz sehr grok. Vitale 
Plasmolysen von Salvia glutinosa und Salvia verticillata in 15%, von 
Saponaria officinalis in 15 und 20% sowie Plasmolysen, die allerdings zum 
Tode fiihren, in 15 und 20% MnSO, bei Convallaria majalis zeigen — ahn- 
lich wie dies auch fiir die sehr manganresistenten Moose gilt (Bieb1| 1949) —. 
daB nicht etwa die Zellmembran dem Mangansulfat den Durchtritt ver- 
wehrt, sondern daft die Liésung tatsichlich den Protoplasten umspiilt. Wie 
weit diese hohen Manganresistenzen etwa auf einer erschwerten Wegsam- 
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keit eines besonders widerstandsfahigen Plasmalemmas und damit einer 
Verhinderung einer Intrabilitaét (vgl. Héfler 1951) beruht, wurde noch 
nicht untersucht. 

Wihrend die meisten dieser Wildpflanzen in jungen und alten Sprof- 
epidermen schon im Juni eine hohe Manganresistenz von 3 bis 8% MnSO, 
zeigten, die in den nachsten Monaten noch bis auf 10—20% anstieg, fielen 
Salvia verticillata und Vitis vulpina durch zeitweise weitaus groéfere 
Manganempfindlichkeit auf. Salvia verticillata hatte im Juni eine Lebens- 
grenze bei nur 0.01% MnSO,, die sich allerdings im Juli auf 1%, im Septem- 
ber auf 8% und im Oktober auf 15% erhdhte. Es ist dies ein Ansteigen, wie 
es im vorigen ahnlich z. B. bei Hedera helix und Cyclamen europaeum zu 
sehen war. Bei Vitis vulpina lag die Resistenzgrenze im Juni gleichfalls bei 
0.01% MnSO,, stieg im Juli bei einem dunkelroten alten Trieb auf 1%, bei 
einer jungen hellen Triebspitze auf 3% an, sank aber schon im September 
bei beiden wieder auf 0.01% ab. 


4. Die Resistenz verschiedener Epidermen derselben Pflanze 
(Cyclamen persicum und Cyclamen europaeum) 


Fiir Permeabilitatsstudien wurden schon mehrfach verschiedene Gewebe 
und Zellsorten derselben Pflanze herangezogen (Héfler und Stiegler 
1930, Hurch 1935, Héfler 1936, 1937, Url 1951, 1952), zu Resistenzunier- 
suchungen wurde dies hingegen erst selten getan (Reuter 1941, Bieb] 1950a). 

Bei Cyclamen persicum wurde an verschieden alten Blattern mit roter 
und griiner Unterseite das Verhalten der unteren und oberen Blattepider- 
men sowie der Stengelepidermis gepriift. Zum Vergleich wurde Cyclamen 
europaeum herangezogen, und zwar eine Waldpflanze mit roter Blattunter- 
seite und eine Topfpflanze mit griiner Unterseite. 

Die Resistenz wurde wiederum gepriift gegen Borsaure, Zink-, Mangan-, 
Chromsulfat und auferdem gegen Aluminiumdhlorid (AICI,). 

Die Resistenzgrenzen der Blattober- und Blattunterseite von Cyclamen 
persicum waren bei den im Jainner und Februar durchgefiihrten Unter- 
suchungen gleich in Zinksulfat (0,001%) und in Mangansulfat (iiber 3%) 
sowohl bei alteren und jiingeren Blattern wie auch bei solchen mit roter 
und mit griiner Blattunterseite. Gegen Borséure und Aluminiumdhlorid er- 
wies sich die rote wie auch die griine Blattunterseite empfindlicher als die 
enisprechenden Blattoberseiten. Letztere lebten noch in 1% Borsaure gegen- 
iiber 0.1% bei Blattunterseiten von Blattern verschiedenen Alters. In Alu- 
miniumchlorid lebten die Epidermen der Oberseiten in 1% Lésung, die der 
Blattunierseiten hingegen nur in 0,1%, wobei die griinen Unterseiten der 
alteren Blatter etwas resistenter waren. Die Resistenz der Blattunterseite 
gegeniiber Chromsulfat war bei Blattern mit roter Unterseite geringer 
(0,0001%) als die der Blattoberseite und der griinen Unterseite alterer 
Blatter (0.001%). 

Ein Vergleich der Resistenzen von Cyclamen persicum und Cyclamen 
europaeum ergab fiir die Blattoberseite gleiche Lebensgrenzen in Borsaure 
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(1%), Chromsulfat (0,001%) und Mangansulfat (iiber 3%), fiir die Unter- 
seite gleiche in Zinksulfat (0,001%) und Mangansulfat (iiber 3%) und an- 
nahernd gleiche in Chromsulfat (0,0005%). Hingegen erwies sich die Blait- 
oberseite von Cyclamen europaeum in Zinksulfatlésungen (0.01%) um eine 
Konzentrationsstufe resistenter als die Blattoberseite von Cyclamen per- 
sicum (0,001%) und gegen Aluminiumchlorid mit 0.05% um eine Konzen- 
trationsstufe empfindlicher als die von Cyclamen persicum (0,5%). Die 
Blattunterseite war hingegen bei Cyclamen europaeum resistenter gegen 
Borsiure (1%) als bei Cyclamen persicum (0,1%) und um ein wesentliches 
empfindlicher gegen Aluminiumdhlorid (0.005%) als bei Cyclamen persicum 
(0,1-—0,5%). 

Der Vergleich der Resistenzen der Epidermen unterseits roter und griiner 
Blatter von Cyclamen europaeum wurde im Februar vorgenommen. Dazu 
wurde die Waldpflanze mit roter Blattunterseite unter dem Schnee hervor- 
geholt, wahrend die griinblattrige Pflanze schon ein halbes Jahr in Topf- 
kuliur gehalten worden war. Die Resistenzgrenzen waren fiir alle unter- 
suchten Substanzen fast voéllig gleich. Nur gegen Aluminiumchlorid war die 
griine Unterseite der Topfpflanzen (0,01%) etwas empfindlicher als die 
rote Unterseite der ‘Waldpflanzen (0.1%). Auf Grund dieses trotz so ver- 
schiedener Aulenbedingungen ahnlichen Verhaltens der Cyclamen euro- 
paeum-Pflanzen darf man wohl folgern, daf{ auch bei den Unterschieden 
zwischen der Glashauspflanze Cyclamen persicum und der Freilandpflanze 
Cyclamen europaeum die Aufenfaktoren keinen wesentlichen Einflu& aus- 
geiibt haben, sondern dali die gefundenen Resistenzverschiedenheiten auf 
spezifische Plasmaunterschiede hinweisen. 

Anzumerken ist noch eine Erscheinung, die auch in friiheren Versuchen 
gelegentlich zu beobachten war, dafi namlich niedrigere Konzentrationen 
manchmal schadlicher wirkten als héhere, vor allem auf anthokyanhaltige 
Epidermen der Blattunterseite. Dies trat bei Lésungen von Mangansulfat, 
Aluminiumchlorid und Borsaure etwa bei 0,001 %, bei Zinksulfat bei 0,0001 % 
auf. Etwas héhere Konzentrationen bewirkten dann keine Schadigung und 
erst in noch starkeren Lésungen, bei Mangansulfat z. B. erst iiber 3%, kam 
es zum allgemeinen Absterben der Schnitte. Auf ‘diese Erscheinung soll in 
der Besprechung der Versuche noch zuriickgekommen werden. 


Besprechung der Versuche 


Resistenzversuche in abgestuften Lésungen von Schwermetallsalzen (Zn. 
Mn, Cr, V) oder von Borsaure haben gezeigt, da die Protoplasmen ver- 
schiedener Pflanzen charakteristische Resistenzunterschiede besitzen, die in 
ihrer Kombination geeignet sind, verschiedene pflanzliche Plasmen zu 
kennzeichnen (Bieb] 1947—1950). Einzelbeobachtungen, die auch in einer 
neueren Untersuchung iiber die Resistenz pflanzlicher Plasmen gegen 2, 4-D 
(Biebl 1953) ihre Bestitigung fanden, wiesen ferner darauf hin, daf die 
Resistenz pflanzlicher Zellen gegeniiber dem einen oder anderen einwirken- 
den Sioff sich im Laufe des Jahres andern kann. Die Untersuchung solcher 
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chemischer Resistenzainderungen im Verlaufe der jahreszeitlichen Entwick- 
lung war Kernpunkt vorliegender Arbeit. 

Um den Einflu8 der jahreszeitlich verschiedenen Umweltfaktoren vom 
Alier der untersuchten Blatt- oder Stengelepidermen trennen zu kénnen. 
wurden jeweils gleichzeitig verschieden alte Organe untersucht. Dies war 
entweder dadurch méglich. daf an Pflanzen mit langlebigen, iiberwintern- 
den Blattern junge und alte Blatter nebeneinander auf ihr Resistenz- 
verhalten gepriift wurden (Anemone hepatica, Cyclamen europaeum, 
Hedera helix), da die Versuchspflanzen mehrmals im Jahr frisch angebaut 
wurden, so daf} zum gleichen Zeitpunkt verschieden alte Pflanzen zur Ver- 
fiigung standen (Rettich, Weife Riibe, Kohlrabi, Méhre. Kartoffel, Tomate) 
oder dai} schlieBlich an ein und demselben einjahrigen Individuum die 
Epidermen jiingerer und alterer Sprosse verglichen wurden. 

Alle diese verschiedenen Untersuchungen erbrachten die gemeinsame 
Tatsache, dafB die meisten Pflanzen im Laufe des Jahres zumindest 
gegeniiber dem einen oder anderen Stoff ihre chemische Resistenz 
andern, woran Alter des Gewebes und jahreszeitliche Einfliisse in wech- 
selnd starkem Ausma®f beteiligt zu sein scheinen. In den meisten Fallen 
ist in Abhangigkeit vom Alter eine Resistenzsteigerung von jiingsten Sta- 
dien bis zur Vollentwicklung zu beobachten. Besonders trifft dies fiir die 
Resistenz gegen Mangan- und Zinksulfat zu. In Ausnahmefiallen nimmt die 
Resistenz alter, iiberwinterter Blatter wieder ab. Da dann die niedere Resi- 
stenz in den alten Organen mit der noch niederen der jungen Organe zeit- 
lich zusammenfallt, kénnte hier auch an einen jahreszeitlichen Einflu® ge- 
dacht werden. Und auch in solchen Fallen ist ein Einflu& der klimatischen 
Verhaltnisse der Jahreszeit in Betracht zu ziehen, wo Pflanzen, die all- 
gemein eine Resistenzzunahme von jung zu alt zeigen. bei einem spite- 
ren Anbau im Jahr schon mit einer héheren Resistenzstufe beginnen als 
die friiher angebauten (Rettich, Kohlrabi). Relativ haufig findet sich Resi- 
stenzkonsianz in allen Altersstufen gegen Borsdure (z. B. Kohlrabi, Kar- 
toffel, Tomate, Salvia-Arten). Eine seltene Resistenzkonstanz nicht nur 
gegen Borsdure, sondern auch gegen Zink- und Mangansulfat zeigten in 
den Beobachtungsmonatén Juni bis Oktober die SproRepidermen von 
Solanum lycopersicum, und zwar in gleicher Hohe in den jiingsten wie in 
den iltesten Seitensprossen. Hier sind Alter und Jahreszeit ohne Einfluf. 

Verschiedene Epidermen von Cyclamen persicum bzw. von Cy- 
clamen europaeum (Blattober- und -unterseite, Stengel, Blattstiel) zeigen 
fast gleiche Resistenzeigenschaften. Nur gegen Borsaiure und AlCl, erwiesen 
sich sowohl die roten wie auch die griinen Blattunterseiten von Cyclamen 
persicum empfindlicher als die entsprechenden Blattoberseiten. Bei unter- 
seits roten und griinen Blattern von Cyclamen europaeum hingegen fehlten 
auch diese Unterschiede. 

Auch altere Beobachtungen ergaben haufig ein gleiches chemisches Resi- 
stenzverhalten verschiedener Zellsorten einer gegebenen Pflanze. So be- 
sitzen griine und gelbliche Mesophyllzellen panaschierter Abutilon Thomp- 
sonii-Blatter gleiche Resistenz gegen Borsaure. Zink-. Mangan- und Vana- 
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dylsulfat (Bieb1l 1950c). Auch die Blatistielepidermen von fiinf verschie- 
denen Sorten von Solanum tuberosum und die Epidermen der Dunkeltriebe 
von vier verschiedenen Kartoffelsorten zeigten gegen die genannten Stoffe 
gleichartige Resistenzgrenzen (Biebl 1949). Demgegeniiber bot Atropa 
Belladonna in VOSO,-Lésung ein Beispiel fiir eine gréfere Empfindlich- 
keit der Epidermis der Blattoberseite gegeniiber jener der Blattunterseite 
und des Blattstiels (Bieb|l 1950 a). Subepidermiszellen zeigten sich bei ver- 
schiedenen Pflanzen resistenter als die Epidermen. Ein auffallend gegen- 
saitzliches Verhalten der Resistenz gegen Borsaiure und Zinksulfat war 
schlieBlich an den Blattern des Laubmooses Mnium rostratum zwischen den 
Blattrand- und Mittelrippenzellen einerseits und den Blattflaichenzellen 
andererseits zu beobachten (Bieb] 1947 b). 


Uber die Ursachen der alters- oder jahreszeitlich bedingten chemischen 
Resistenzinderungen wie iiberhaupt der Resistenzunterschiede zwischen 
verschiedenen Plasmasorten lassen sich bisher noch keinerlei gesicherte An- 
gaben machen. Ebensowenig ist es méglich, bestimmte Beziehungen zwi- 
schen chemischem Resistenzverhalten und anderen im zellphysiologischen 
Versuch fafbaren plasmatischen Veranderungen (osmotischer Wert, Per- 
meabilitat, Viskositat usw.) im Verlaufe des Alterns (vgl. Paech 1940, 
Fischer 1950) aufzustellen. 

Hofler (1951) schreibt in einer Untersuchung iiber die Plasmolyse mit 
Natriumkarbonat: ,,Wenn eine Substanz binnen gleicher Zeit die eine Zelle 
tétet, die andere am Leben laBt, so kann dies zweierlei Ursache haben: 
das Plasmalemma ist bei den einen Zellen fiir die betreffenden Stoffe durch- 
lassig, bei anderen nicht, d. h. die Intrabilitaét ist hoch bzw. niedrig. Oder 
die Stoffe treten in beiden Fallen ein, aber die einen Zytoplasmen sind gegen 
sie unempfindlich, die anderen werden getétet. Diese zwei Méglichkeiten 
kénnten durchaus auch fiir unsere Resistenzversuche zutreffen. Danach lage 
der Schwerpunkt der Resistenz entweder im Plasmalemma oder die ver- 
schiedene Widerstandsfahigkeit kame dem gesamten Plasma zu. 

Betrachten wir daraufhin die chemischen Resistenzen unserer Versuchs- 
pflanzen, so diirfen wir uns vielleicht in allen Fallen, in denen die Resi- 
stenzgrenzen bei niederen Konzentrationen liegen, von vornherein fiir den 
zweiten Fall entscheiden. Es ist kaum anzunehmen bzw. nicht wahrschein- 
lich, daB z. B. bei einer letalen Konzentration von 0,1%, bei welcher die 
Lésung also zweifellos ins Plasma eingedrungen ist und dieses getétet- hat. 
das Plasmalemma einer Konzentration von 0,01% den Eintritt verwehrt hat. 

Anders liegt der Fall bei jenen Zellen, die z. B. sogar durch 15—20%ige 
(0,66—0,88 Mol) hypertonische Mangansulfatlésungen nicht geschadigt wer- 
den und zwei oder mehr Tage (bei einigen Laub- und Lebermoosen bis zu 
acht Tagen beobachtet! Bieb] 1949) in diesen hochkonzentrierten Lésungen 
plasmolysiert liegen kénnen, ohne dadurch getétet zu werden. Diese Fille 
aihneln sehr den Beobachtungen H6flers in seiner oben angefiihrten Unter- 
suchung, wo manche Desmidiaceen-Zellen Plasmolyse in Na,CO, tagelang 
ertragen, wahrend Gewebszellen von Anthophyten durch hypertonische 
Protoplasma, Bd. XLIV/2 10 
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Sodalésungen entweder sofort getétet werden oder bald nach erfolgter 
Plasmolyse Plasmaaufquellungen erfahren und dann ganz oder bis auf den 
Tonoplasien absierben. H6fler nimmi fiir diese Sonderfille hoher Resi- 
stenz gegen Na,CO, eine ungleiche Durchlassigkeit bzw. Schutzwirkung der 
iiuReren Plasmagrenzschichte als héchsiwahrscheinliche Ursache an. 


In diesem Zusammenhang kommt nun den Beobachtungen iiber die letale 
Wirkung mancher Substanzen in niedrigeren Konzentrationen, die in héhe- 
ren Konzentrationen dann wieder unschadlich erscheinen und erst bei noch 
stirkerer Konzeniration zum Tod fiihren, besondere Beachtung zu. Wir 
haben z. B. beim Rettich und bei der Weiffen Riibe darauf hingewiesen. 
Dort fanden sich hiufig in 0,1 und 1% MnSO, eine grofe Anzahl von ab- 
gestorbenen Zellen, wahrend in 3% MnSO, wiederum alle Zellen lebten. 
Solche Beobachtungen wurden auch schon von anderen Autoren gemacht. 
[ljin (1935) erhielt z. B. an Zellen von Reseda lutea nach 48stiindigem Auf- 
enthalt in NaCl (ebenso in KCl) bei Verwendung verschiedener Konzen- 
irationen folgende Ergebnisse: In 0,5 und 0,8 Mol NaCl waren alle Zellen 
tot (Beginn des Absterbens schon nach 5 Stunden), in 1.2 Mol lebte ein Teil 
der Zellen, in 1.8—-3.0 Mol aber lebten alle Zellen. Von 27 von I]jin unter- 
suchten Pflanzen verhielten sich 21 nach diesem Schema. Die iibrigen starben 
mit zunehmender Konzentration der Lésung ab. In unseren Versuchen, wo 
diese Erscheinung hauptsachlich in MnSO,-Lésungsreihen zu beobachten 
war, war allerdings die zunehmende Schadenwirkung mit Ansteigen der 
Konzeniration die Regel und das Absterben in den verdiinnten Lésungen 
bei gleichzeitiger Widerstandsfahigkeit in den konzentrierten die Aus- 
nahme. Manches scheint auch darauf hinzuweisen, dal} diese beiden Erschei- 
nungen unter bestimmten, noch nicht naher bekannten duferen und inneren 
Umstanden bei der gleichen Pflanze auftreten kénnen. Hier kénnten wir 
also vielleicht annehmen, daf es ab einer bestimmten Konzentration des 


MnSO, zu einer ..Abdichtung™ des Plasmalemmas kommt. wahrend schwa- 
chere Lésungen noch leichter ins Binnenplasma eintreten und_ dieses 
schadigen kénnen. Betont sei, dal} es sich bei unseren Versuchen um MnSO,- 
Konzentrationen handelte, die noch weit unter dem plasmolytischen Grenz- 
wert lagen. Nur in einzelnen Fallen, wie z. B. bei den Laub- und Leber- 
moosen, lagen die letzten letalen Grenzen so hoch, daf} die schadlichen 
Konzentrationen bereits in den Bereich der Hypertonie fielen. 


Dal sich Protoplaste mancher Pflanzen, ahnlich wie in unseren hoch- 
konzentrierten Mangansulfailésungen, auch in anderen hypertonischen 
Schwermetallsalzlésungen. wie Kupfer- oder Zinksulfat. lange im plasmo- 
lysiertem Zustand erhalten kénnen, gibt auch Pringsheim (1924) an. Der 
Verfasser teilt mit. daft er z. B. fast alle Zellen des Laubmooses Mnium 
cuspidatum noch nach 3 Tagen Plasmolyse in 18—20% Zinksulfat durch 
Ubertragung in Wasser wieder deplasmolysieren und dann mit KNO, 
neuerlich plasmolysieren konnte und da in mit ZnSO, (14.4%) plasmo- 
lysierten Zellen von Allium, Rhoeo, Elodea densa und Elodea canadensis 
nach 40 Minuten bis 5 Stunden noch oft kraftige Plasmastrémung zu sehen 
war. Es ist nach unseren Erfahrungen wohl als sicher anzunehmen, daf be- 
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deutend schwiichere, hypotonische Lésungen innerhalb von 48 Stunden den 
Zelltod herbeigefiihrt hatten. Die héchste an unseren Versuchsobjekten im 
abgestuften Reihenversuch beobachtete Zinkresistenz zeigten vollentwickelte 
Efeublatter im Dezember und Janner mit einer Lebensgrenze bei 10% 
ZnSO,. Aber auch dies entspricht erst einer Konzentration von 0,34 Mol, ist 
also noch hypotonisch. Die durchschnittlichen Lebensgrenzen bei den bisher 
untersuchten Pflanzenepidermen liegen aber viel tiefer, etwa bei 0,01% 
(= 0,0034 Mol) und darunter. Auch Blattchen von Mnium punctatum und 
Mnium rostratum starben innerhalb von 48 Stunden in 1 bzw. 0.01% ZnSO, 
ab (Bieb! 1947). Hypertonische Zinksulfatlésungen wurden nicht gepriift. 
Solche Versuche waren nachzutragen. 

Kaho (1933), ein Schiiler Lepeschkins, ist der Ansicht, da die 
Schwermetallsalze bei der Beriihrung mit der Pflanzenzelle auf der Plasma- 
oberflache eine Schutzschicht (irreversibel koagullierte Oberflachenschicht) 
erzeugen, die das Eindringen des Salzes auf einige Zeit verhindert und die 
gréBRere Menge des Plasmas vor momentaner Abtétung schiitzt. Auch 
Pringsheim wies auf diese Méglichkeit hin. 

Nach Schindler (1944) wirken Nickel- und Kobaltsalze .,erhartend™ 
auf die Protoplastenoberflache. Diese Verainderung des Plasmalemmas 
tiuRert sich schon beim ersten Plasmolysecintritt durch fadiges Ausziehen 
des Zytoplasmas, also einer verstarkten Bildung von Hechtschen Faden. 
Schindler hebt auch hervor, daf sich die Salze je nach dem Anion in ihrer 
Wirkung ganzlich verschieden verhaliten. 

Der Annahme Héflers, daf in bestimmten Fallen die Resistenzunter- 
schiede verschiedener Plasmen auf Verschiedenheiten ihrer Plasmalemmen 
zuriickgehen, darf somit erganzend hinzugefiigt werden, da die verschie- 
dene .,Dichte” des Plasmalemmas nicht von vornherein gegeben sein muf, 
sondern sich unter Umstanden erst bei Einwirkung héherer Salzkonzentra- 
tionen ausbilden kann. In diesen Fallen kénnten daher niedrigere Konzen- 
trationen starker schadigen als héhere. Neu ist, dal solche Verainderungen 
des Plasmalemmas nicht allein am plasmolytisch abgehobenen Protoplasten, 
sondern auch schon im hypotonischen Bereich auftreten kénnen. 


Auch die Beobachtung von Kamiya (1939), dafi 1—3 Wochen in Wasser 
liegende Schnitte der Aufenepidermis von Zwiebelschuppen (Allium cepa) 
von der Mitte her abzusterben beginnen, so da@ schlieBlich nur am Rand 
des Schnities ein Ring von lebenden Zellen erhalten bleibt, lat sich mit 
der Vorstellung einer sekundiren Veranderung der auferen Plasmagrenz- 
schichte vereinen. Dafiir wiirden auch die plasmolytischen Beobachtungen 
Hoéflers (1934) sprechen, wonach an Zwiebelepidermisschnitten bei Plas- 
molyse mit 0.6 Mol KCl eine Zonenbildung auftritt: eine Randzone mit 
wechselnden .,pathologischen“ Plasmolyseformen, dann eine Zone mit star- 
ker Kappenplasmolyse und schlieflich ein Mittelfeld mit. ..normaler™ 
Konvexplasmolyse. 

Unsere Beobachtungen haben weiter gezeigt, dafi die im Verlauf des 
Jahres festgestellten Resistenzinderungen entweder in gleicher Weise alle 
verwendeten Teststoffe oder aber nur den einen oder anderen von ihnen 

10* 
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beireffen kénnen. So sehen wir z. B. bei Hedera helix die Mangan- und 
Zinkresistenz von einer Lebensgrenze bei 0,0001% in jugendlichen Blattern 
im Mai bis auf 3—10% in vollentwickelten Blattern im November und 
Dezember ansteigen, waihrend bei Cyclamen europaeum mit gleichfalls gleich 
groRer Zink- und Manganempfindlichkeit im Mai und Juli (Lebensgrenze 
bei 0,0001%) die Resistenz gegen MnSO, im November bis 10%, die gegen 
ZnSO, aber nur auf 0,001% ansteigt. Es miissen sich also die fiir die Resi- 
stenz verantwortlichen Zustande im Zytoplasma oder im Plasmalemma im 
Laufe der Entwicklung in einer fiir die beiden Schwermetallsalze verschie- 
denen Weise geiandert haben. Die sich aus Untersuchungen von Lieben 
und Jesser (1936, zit. in Schindler 1944) ergebende Tatsache, daft z. B. 
Nickel-, Kobalt- oder Kupfereiweilt-Verbindungen trotz mancher auferer 
Ahnlichkeiten in ihrem feineren chemischen Aufbau grundlegende Unter- 
schiede aufweisen, kann vielleicht die untereinander oft grofe Verschieden- 
heit in der Mangan-, Zink- oder Chromresistenz verstandlich machen. 

Wir miissen uns einstweilen mit dem Ergebnis bescheiden: Im Verlauf 
der jahreszeitlichen Entwicklung bzw. des Alterns erfahrt das Plasma der 
meisten Pflanzen Veranderungen, die eine ganz bedeutende Anderung 
seiner Resistenz gegeniiber verschiedenen chemischen Substanzen (H,BO,. 
ZnSO,, MnSO,, Cr,SO, und nach friiheren Untersuchungen VOSO,, 2,4-D) 
zur Folge haben kann. Wesentlich ist dabei, daft diese Resistenzinderungen 
gegeniiber den untersuchten Sioffen nicht gleichlaufend oder gleich stark 
zu sein brauchen. Nur wenige Plasmen erweisen sich wahrend des ganzen 
Jahres gegen einen oder gegen einige dieser Stoffe resistenzkonstant. Ob 
die den Resistenzanderungen zugrunde liegenden plasmatischen Veriande- 
rungen im Binnenplasma oder in besonderen Fallen vielleicht vorwiegend 
im Plasmalemma erfolgen und welcher Art sie sind, wissen wir noch nicht. 


Zusammenfassung 


1. Epidermisschnitte von Blattern, Blattstielen oder Stengeln der Ver- 
suchspflanzen wurden in konzentrationsabgestufte Lésungsreihen von H,BO, 
(Borsiure), ZnSO,, MnSO, und Cr,(SO,), 0,000i—1 bzw. 20%) durch 
48 Stunden eingelegt und dann auf ihren Lebenszustand untersucht. Die 
eben noch vitale Grenzkonzentration wurde als Resistenzgrenze bezeichnet. 


2. Um den jahreszeitlichen Umwelteinflu8 vom Einflu® des Entwick- 
lungsalters unterscheiden zu kénnen, wurden an einer Reihe von Objekten 
zur gleichen Jahreszeit verschieden alte Individuen bzw. verschieden alte 
Stengel oder Blatter untersucht. 


3. Von Anemone hepatica, Cyclamen europaeum und Hedera helix 
konnten nebeneinander junge, in Entfaltung begriffene Blattchen und alte. 
iiberwinterte Blatter untersucht werden. Blattepidermen aller drei Objekte 
zeigen gegen MnSO, mit zunehmendem Alter eine starke Steigerung der 
Manganresistenz von 0,0001% bis auf 10% und annahernde Resistenzkon- 
stanz bzw. nur eine mii der Entwicklung leicht ansteigende, im Alter aber 
wieder eiwas absinkende Resistenz gegen Borsiure. Die Resistenz gegen 
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ZnSO, nimmt bei Anemone hepatica und Cyclamen europaeum nur etwas, 
bei Hedera helix hingegen gleich stark wie gegen MnSO, zu. 

4. Von den untersuchten Kulturpflanzen erwiesen sich die Cruciferen 
(Rettich, Weiffe Riibe und Kohlrabi) besonders gegen MnSO, und ZnSO, 
als stark resistenzveranderlich, Daucus carota und Solanum tuberosum zeig- 
ten geringe Resistenzinderungen, und die Tomate, Solanum lycopersicum. 
war in ihrer Hauptentwicklungszeit von Juni bis Oktober gegen B. Zn und 
Mn nahezu resistenzkonstant. 

5. In den Monaten Juni bis Oktober zeigten die Epidermen verschieden 
alier Sprosse von sieben Wildpflanzen (Salvia pratensis, Salvia glutinosa, 
Salvia verticillata, Ballota nigra, Saponaria officinalis, Convallaria majalis 
und Vitis vulpina) gleichfalls altersbedingte Resistenzverschiebungen, wo- 
bei wiederum die Manganresistenz die gréften Unterschiede aufwies. 

6. Die Resistenz verschiedener Epidermen (Blattober- und -unierseite, 
Blatistiel, Stengel) von Cyclamen europaeum und Cyclamen persicum 
zeigte keine grofen Unterschiede. Lediglich die Blattunterseite von Cycla- 
men persicum erwies sich gegeniiber der Blattoberseite gegen Borsaéure und 
gegen Aluminiumchlorid als etwas empfindlicher. 

7. Im wesentlichen sind die Resistenzinderungen vom Alterszustand der 
Zellen abhangig, zum Teil scheinen aber auch jahreszeitliche Aufenein- 
fliisse von Bedeutung zu sein. 

8. Die Frage, ob das Plasmalemma oder das gesamte Zytoplasma fiir die 
Hohe der Resistenz der Zelle mafgebend ist, wird diskutiert. Es scheint so 
zu sein, da im allgemeinen die Empfindlichkeit des Zytoplasmas die Héhe 
der Resistenz bestimmt, daf aber in Fallen besonders hoher Resistenz Ver- 
anderungen im Plasmalemma (Abdichtung und damit geringere Intrabilitat) 
das Absterben der Zellen verhindern kénnen. 

9. Nur wenige Plasmen erweisen sich wahrend des ganzen Jahres gegen 
einen oder gegen einige der angewandten Teststoffe véllig resistenzkonstant. 
Die Tatsache, daf aber die Resistenzveranderungen im Laufe der Ent- 
wicklung nicht alle Teststoffe in gleicher Weise treffen, laft annehmen, daf 
die ihnen zugrunde liegenden plasmatischen Veranderungen fiir die ver- 
schiedenen chemischen Einwirkungen nicht von gleicher Bedeutung sind. 
Worin diese plasmatischen Veranderungen bestehen, steht noch vollig offen. 
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Die Anthocerotales nehmen innerhalb der Bryophyten in mehrfacher 
Hinsicht eine Sonderstellung ein, indem sich hier neben primitiven, algen- 
artigen Merkmalen Eigenschaften finden, die eine mehr oder weniger enge 
Verwandischaft mit den Farnen vermuten lassen (Campbell 1925, 1928). 
Eine besonders hervorstechende Erscheinung sind die grofen, algenartigen 


Chromatophoren, die durch den Besitz eines Pyrenoids ausgezeichnet sind. 
Es ist daher nicht verwunderlich, daR die Chromatophoren der Antho- 
cerotales bereits mehrfach Gegenstand morphologischer und entwicklungs- 
geschichtlicher Untersuchungen waren. Da die Zellen der Anthocerotales 
meist nur einen groRen Chromatophor enthalten, laRt sich hier das Ver- 
halten der Chromatophoren im Entwicklungszyklus mit aller Deutlichkeit 
verfolgen. Schon Schimper (1885) konnte fiir Anthoceros laevis die Kon- 
tinuitat der Chromatophoren nachweisen, und Scherrer (1914) kommt in 
einer ausfiihrlichen Arbeit zu der Fesistellung, da die Chromatophoren 
von Anthoceros punctatus und Anthoceros Husnoti ,,wahrend der gesamten 
Entwicklung des Gameto- und Sporophyten als morphologische Individuali- 
taten erhalten bleiben“. 

Eine besondere Eigentiimlichkeit der Anthoceros-Chromatophoren stel- 
len die bereits von Schmitz (1882) fiir eine nicht naher bezeichnete 
Anthoceros-Art beschriebenen Pyrenoide dar, die in spateren Arbeiten von 
Scherrer (1913, 1914), McAllister (1914) und Lander (1935) wieder- 
holt bei verschiedenen Anthoceros-Arten einer naheren Untersuchung unter- 
zogen wurden. 

Uber die Struktur der Anthoceros-Chromatophoren und das Vorkommen 
von Grana in denselben liegen nur wenige Mitteilungen vor. Menke und 
Koydl (1939) und Menke (1940) konnten den bereits durch Weber 
(1936) und Weier (1937) mit Hilfe polarisationsoptischer Methoden wahr- 
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scheinlich gemachten lamellaren Feinbau der Anthoceros-Chromatophoren 
durch direkte Beobachtung im UV-Mikroskop nachweisen. Menke (1940) 
bezeichnet die Chromatophoren — abgesehen von dem zusammengesetzten 
Pyrenoid und den mehr oder weniger reichlichen Stairkeeinlagerungen — 
als voéllig homogen und granafrei. De Rezende-Pinto (1948) spricht 
dagegen von einem schraubigen Aufbau (structure helicoidale) der Antho- 
ceros-Chromatophoren. Auch sollen unter bestimmten Bedingungen Grana 
zu sehen sein. 

Im Rahmen einer Untersuchung iiber die Chloroplasten der Moose 
(Kaja 1954) erschien es daher wiinschenswert, die Chromatophoren der 
Anthocerotales erneut einer kritischen Betrachtung zu unterziehen, wobei 
insbesondere das vieldiskutierte Pyrenoidproblem beriicksichtigt werden 
sollte. 


Beobachtungen an Anthoceros laevis L. 


Das Material fiir diese Untersuchungen wurde im Herbst 1950 und 1951 im 
Sauerland gesammelt und in Tonschalen im schattigen Gewachshaus weiterkulti- 
viert. Die Untersuchungen wurden vorzugsweise an lebendem Maierial durch- 
gefiihrt. Ganze Thalli oder Handschnitte von denselben wurden in isotonische 
(0,2 m) Saccharoselésung eingelegt und zur Beobachtung darin belassen. Fiir einige 
spezielle Problemstellungen war die Verwendung fixierten Materials nicht zu um- 
gehen. Die angewandten Methoden sollen jeweils innerhalb der Arbeit erértert 
werden. Fiir die Arbeiten stand ein Leitzsches Forschungsmikroskop, Stativ BST. 
mit 1/12 Olimmersion (100: 1) und 4/16 Fluorit (414: 1), zur Verfiigung. Als Licht- 
quelle diente eine Niedervolt-Mikroskopierleuchte von Zeif-Winkel. 


Normale Gestalt der Chromatophoren 


Flachenansicht: In erwachsenen, lebenden Zellen des Thallus von 
Anthoceros laevis findet man je einen groRen Chromatophor, dessen Grund- 
form annéhernd scheibenférmig ist. Der Durchmesser betragt im Mittel 
20 uw. Der Rand des Chromatophors ist gewéhnlich unregelmafRig gestaltet, 
indem sich hier pseudopodienartige Fortsaitze von wechselnder Gestalt bil- 
den. Diese Fortsatze erscheinen im durchfallenden Licht sehr schwach griin 
gefarbt und sind meistens véllig homogen. Nur gelegentlich findet man 
hier vereinzelt einige kleinere Starkekérner. Die zentralen Teile des Chro- 
matophors heben sich von dieser Randzone durch eine viel intensivere 
Griinfarbung ab. Bei oberflachlicher Betrachtung erkennt man zunichst in 
reichlicher Menge sehr dicht gelagerte Starkekérner, die fast iiber den 
ganzen Chromatophor verteilt sind. In gesunden, nicht geschadigten 
Chromatophoren bieten sich die Starkekérner in der mehr oder weniger 
scheibenférmigen Flachenansicht dar. Bereits eine leichte Schadigung der 
Zellen macht sich jedoch durch eine Verlagerung der Starkekérner um 90° 
bemerkbar, wobei nun die linsenférmige Gestalt der Starkekérner zu er- 
kennen ist (Tafelfig. 3). Es fallt dabei auf, daB die Starkekérner sozusagen 
von einem Zentrum des Chromatophors aus strahlig angeordnet sind. Die- 
ses Zentrum hebt sich durch abweichende Lichtbrechung von den iibrigen 
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Teilen des Chromatophors und den Starkekérnern ab und eingehende Be- 
trachtung laBt hier eine Vielzahl kleiner, scheibchenférmiger Kérperchen 
erkennen, die — selbst nicht gefarbt — einem intensiv griin gefarbten 
Stroma eingelagert sind. Es handelt sich hier um die bereits von Scherrer 
(1913, 1914) beschriebenen Pyrenoidkérper. In den Chromatophoren alterer 
erwachsener Thalli kann man bis zu 200 dieser etwa 0.5 « grofen Kérper- 
chen erkennen. 

Profilansicht: Die Betrachtung der Profilansicht la&t die Chromato- 
phorengestalt deut!ich erkennen. Es handelt sich um ein sehr flaches, linsen- 
formiges Gebilde, das an den Seiten nahezu strichférmig ausgezogen ist 
(Tafelfig. 1). Im Zentrum des Chromatophors wird wiederum das beschrie- 
bene zusammengesetzte Pyrenoid sichtbar, um das sich in grofer Zahl 
Starkekérner lagern. Starkekérner und Pyrenoidkérper erscheinen in der 
Profilansicht linsenférmig. Man erkennt gelegentlich unter giinstigen Be- 
obachtungsbedingungen eine regelmafige Anordnung der Pyrenoidkérper 
innerhalb des Chromatophors. 

Material, das unmittelbar nach der Entnahme vom Standort untersucht 
wird, zeigt regelmaRig den beschriebenen Chromatophorenbau. In den Kul- 
turen wurde daher versucht, die Bedingungen so zu gestalten, da die 
Chromatophorengestalt méglichst wenig von dieser Grundform abwich. Das 
lie sich im gedampften Licht des Versuchsgewiachshauses unter gekalkten 
Fenstern erreichen. 


Abweichungen von der normalen Chromatophorengestalt 


Bei den Kulturversuchen zeigte sich, daB die Chromatophorengestali 
weitgehend von den jeweils herrschenden Lichtbedingungen beeinfluBt 
wird. Bei schr starker Belichtung im stark besonnten Gewachshaus tritt 
regelmafRig eine Kontraktion der Chromatophoren ein. Die in der Flachen- 
ansicht erkennbaren pseudopodienartigen Fortsatze werden eingezogen, der 
Durchmesser der Chromatophoren verringert sich und in der Profilansichi 
erkennt man statt dessen eine Vergréferung der Héhe des Chromatophors. 
Die Pyrenoidkérper schlieBen sich zu einem sehr dichten Verband zusam- 
men, so daB es sowohl in der Flache als auch im Profil nur schlechi gelingt, 
die einzelnen das Pyrenoid aufbauenden Pyrenoidkérper zu erkennen. Der 
Stirkegehalt der Chromatophoren nimmt erheblich zu, so da dieselben 
nach einiger Zeit vollkommen von Starke erfiillt zu sein scheinen. Durch 
eine 3—4 Wochen lange Kultur im Dammerlicht laBt sich jedoch jederzeit 
erreichen, daf die Chromatophoren wieder ihre gewohnte Gestali an- 
nehmen. 

Die beschriebene Kontraktion der Chromatophoren la@t sich auch uniter 
dem Mikroskop verfolgen, wenn man aus einer unter normalen Bedingun- 
gen aufgewachsenen Kultur entnommene Thalli unter dem Mikroskop dem 
starken Licht der Mikroskopierlampe (voéllig gedffuete Blende — keine 
Filter) ausseizt. Unter diesen Bedingungen kann man innerhalb von ca. 
2 Stunden eine Verringerung des Chromatophorendurchmessers von anfang- 
lich 20 w auf 12—15 uw beobachten. 





Untersuchungen iiber die Chromatophoren und Pyrenoide der Anthocerotales 139 


Kulturen, die iiber langere Zeit (1—2 Monate) im diffusen Dammerlicht 
unter der Treibhaustablette gehalten wurden, zeigten starkes Etiolement. 
Die unter Normalbedingungen rosettenférmigen Thalli wurden sehr schmal 
und bandférmig und ihre Spitzen richteten sich vom Substrat fort dem 
Licht entgegen (vgl. Proskauer 1948). Es trat dabei auRerst starke Rhi- 
zoidbildung ein. In diesen Thalli enthalten die waihrend des Aufenthaltes 
im Dammerlicht gebildeten Thallusabschnitte sehr flache und zart blaf- 
griin gefarbte Chromatophoren mit deutlich erkennbarem zusammengesetz- 
tem Pyrenoid. Die pseudopodienartigen Fortsitze des Chromatophoren- 
randes erstrecken sich dabei iiber die ganze Zelle und enthalten, abgesehen 
von gelegentlich vorhandenen Stiarkekérnchen, keine lichtmikroskopisch 
wahrnehmbaren Strukturen. 

Dunkelkulturen: Da selbst nach langerer Kultur im diffusen Dam- 
merlicht die Chromatophoren noch in gréBerer Menge Starke enthielten, 
wurden Kulturen von Anthoceros laevis in vélliger Dunkelheit aufgezogen. 
Bereits nach wenigen Tagen beobachtet man, daff von der Peripherie des 
Chromatophors her beginnend allmahlich die Starke abgebaut wird. Nach 
einiger Zeit beginnen die Chromatophoren sodann vom Rande her ihre 
Griinfarbung zu verlieren. Es bildet sich eine immer breiter werdende. 
blaBgriin gefarbte periphere Zone. Schlieflich ist nur noch das Pyrenoid 
von einem schmalen, griin gefarbten Saum umgeben. Wahrend die peri- 
pheren Teile des Chromatophors allmahlich ihren Starkegehalt verlieren, 
findet man in der unmittelbaren Nahe des Pyrenoids noch nach Wochen 
eine grofe Zahl von Starkekérnern vor. Die periphere, nahezu starkefreie 
Zone des Chromatophors erscheint nun, abgesehen von winzigen Starke- 
kérnchen, die sich mit Jod-Jodkalium leicht als solche erkennen lassen. 
vollig homogen. Selbst mit bester Optik ist nicht die geringste Spur von 
Grana zu entdecken. 

Werden Kulturen auf diesem Stadium wieder den normalen Belich- 
tungsverhialtnissen ausgesetzt, so setzt recht bald erneute Starkebildung ein. 
und ausgehend vom Pyrenoid beginnen die Chromatophoren allmahlich 
wieder zu ergriinen. Bereits nach 5—6 Tagen ist in der Regel die intensiv 
griine Farbe der Chromatophoren wiederhergestellt. Der Starkegehalt 
nimmt jedoch nur langsam zu. Erst nach etwa 3—4 Wochen haben die Chro- 
matophoren wieder ihren urspriinglichen Starkegehalt erreicht. 

In langfristigen Dunkelkulturen (mehr als 5—8 Wochen) beginnen die 
Chromatophoren allmahlich zu degenerieren. In den bereits vor Beginn der 
Dunkelkultur gebildeten Thallusabschnitten kommt es in den Chromato- 
phoren zur Bildung kleiner Vakuolen, die vom Rande her fortschreitend 
allmahlich den ganzen Chromatophor durchsetzen. Auch der zentrale Teil 
der Chromatophoren wird starkefrei, das Chlorophyll wird weitgehend 
abgebaut und die Karotinoide verleihen der unmittelbaren Umgebung des 
Pyrenoids einen rétlichgelben Farbton. Die Pyrenoidkérper selbst sind 
intensiv rot gefarbt. Sie lésen sich allmahlich aus dem Pyrenoidverband 
und verteilen sich iiber den ganzen zentralen Teil des Chromatophors. 
Der zunachst noch flach ausgebreitete Chromatophor rundet sich mehr und 
mehr ab und verliert erheblich an GréRe (Volumen). SchlieBlich findet 
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man in den Zellen nur noch je ein 2—3 u grokes, mehr oder weniger kuge- 
liges Gebilde. das, selbst noch schwach gelblich gefiarbt, eine gréRere Zahl 
rot gefiirbter Kérperchen in sich birgt. Dieser in den altesten Teilen des 
Thallus beginnende Vorgang greift allmahlich auch auf die jiingeren Teile 
des Thallus iiber. Die Veriinderungen sind irreversibel und fiihren schlieB- 
lich zum Absterben der Thalli. 

Im Gegensatz zu De Rezende-Pinto (1948) konnte in den zahl- 
reichen durchgefiihrien Dunkelkulturen niemals das Auftreten von Grana 
in etiolierten Anthoceros-Chromatophoren beobachtet werden. Ob even- 
tuell eine Verwechslung mit den in den Chromatophoren auftretenden 
Vakuolen oder mit den vom Pyrenoid her sich ausbreitenden Pyrenoid- 
kérperchen vorliegt, laRt sich nicht beurteilen. 

Chromatkulturen: Durch Zugabe von Chromaten zum Kultur- 
medium erzielte Lirz (1942) bei Helodea canadensis charakteristische De- 
generationserscheinungen der Plastiden. Es lag daher nahe, auch die Wir- 
kung von Chromaten auf die Chromatophoren von Anthoceros laevis zu 
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden ganze Thalli auf Leitungswasser 
kultiviert, dem K,CrO, bzw. K,Cr,O, in der Konzentration von 0,5 g/100 cm*® 
zugesetzt worden war. Bereits nach zwei Wochen beginnen unter diesen 
Bedingungen die Chromatophoren vom Rande her allmahlich gelbgriin bis 
gelb zu werden. Nach drei bis vier Wochen hat sich die Gelbfarbung iiber 
den ganzen Chromatophor ausgebreitet, wobei insbesondere die Umgebung 
des Pyrenoids (wegen der dort erheblich gréReren Schichtdicke) intensiv 
gelb gefarbt ist. Die Pyrenoidkérper sind rot gefarbt und verteilen sich 
iiber den zentralen Teil des Chromatophors. Die améboiden Fortsatze des 
Chromatophors werden allmahlich eingezogen, wobei der Chromatophor 
zugleich erheblich an GréRe verliert. SchlieRlich findet man in jeder Zelle 
nur noch einen in Jebhafter Brownscher Molekularbewegung befindlichen 
Kérper in dessen Innerem man mehrere rot gefarbte Pyrenoidkérper 
wahrnehmen kann. 

Streifenbildung: Bei Schadigung lebender Zellen durch Druck, 
Verletzung, Bestrahlung mit ultraviolettem Licht oder mangelnde Luft- 
zufuhr stellen sich charakteristische Deformationen der Chromatophoren 
ein. Diese zeigen in der Flachenansicht eine ,.krummradiale™ oder iris- 
blendenartige Struktur, die den von Hofmeister (1867) nach Beobachtun- 
gen von Rosanoff bei Bryopsis beschriebenen Rosanoffschen Figuren 
entspricht. Die krummradiale Streifung nimmt ihren Ausgang unmittelbar 
am Pyrenoid und verlauft in geschwungener Linie bis zum Chromato- 
phorenrand. Die Pyrenoidkérper und Starkekérner veraindern dabei ihre 
Lage im Chromatophor, indem sie durch Drehung um 90° nun ihre Profil- 
ansicht darbieten und sich im Sinne der krummradialen Streifung anord- 
nen. Offensichtlich haben McAllister (1927) und Ma (1930) diese Stel- 
lung der Pyrenoidkérper und Starkek6rner als die normale Flachenansicht 
angesehen, weshalb sie in den Beschreibungen dieser K6rper stets von 
spindle-shaped bodies“ sprechen. 

In der Profilansicht wird zur gleichen Zeit eine den ganzen Chroma- 
tophor in Langsrichtung durchziehende Streifung sichtbar. Diese ist in den 
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zentralen Teilen des Chromatophors besonders auffallig, und man kann 
hier eine deutliche, regelmaRig schichtweise Anordnung der Pyrenoidkérper 
und Stiarkekérner im Sinne dieser Streifung erkennen. Zum Chromato- 
phorenrand hin verliert sich die Streifung allmahlich, indem sich hier die 
einzelnen Streifen so dicht zusammenlegen, daf sie nicht mehr mikro- 
skopisch auflésbar sind. 

Die beschriebenen streifigen Veranderungen der Chromatophoren sind 
in der Regel voéllig reversibel. Unter normalen Kulturbedingungen wird 
innerhalb von 6 bis 8 Tagen die urspriingliche Chromatophorengestalt wie- 
derhergestellt. 

Recht ahnliche Bilder erhalt man auch in den anfanglichen Stadien einer 
Quellungsbehandlung mit 0,2 mol. KSCN-Lésung, die von Strugger (1947) 
zum Studium der Lamellarstruktur der Chloroplasten héherer Pflanzen 
angewandt wurde. Auch auf diese Weise werden in der Flache die be- 
schriebenen Rosanof fschen Figuren sichtbar. Die Deformation der Chro- 
matophoren schreitet jedoch weiter fort, indem sich die krummradiale 
Streifung vergrébert. Im weiteren Verlauf der Quellung werden die Pyre- 
noidkérper stark auseinandergedrangt und zeigen selbst eine erhebliche 
GréBenzunahme. Als besonders auffallige Erscheinung macht sich um das 
Pyrenoid herum eine meist nur noch blaRgriin gefirbte Zone bemerkbar, 
die sich zunehmend vergréfert. Tafelfig. 2 zeigt einen Chromatophor von 
A. laevis nach zweistiindiger Behandlung mit 0,2 mol. KSCN. Die An- 
wendung der KSCN-Quellung erméglicht selbst in Chromatophoren, deren 
Pyrenoidkérper sich zu einem sehr dichten Pyrenoidverband vereinigt 
haben, noch den Nachweis der zusammengesetzten Natur des Pyrenoids. 

Die Profilansicht laft ebenfalls eine Vergréberung der Streifung er- 
kennen. Die Behandlung mit KSCN bewirkt eine Quellung des ganzen 
Chromatophors, in dem jetzt die Lamellen weit bis in die Randzonen hin- 
ein zu verfolgen sind. Durch die verstarkte Quellung des Pyrenoids laRt 
sich nunmehr mit besonderer Deutlichkeit die Anordnung der Pyrenoid- 
kérper auf den einzelnen Lamellen erkennen. 

Um weitere Anhaltspunkte iiber den Ursprung der Streifung zu ge- 
winnen, wurde in Parallelversuchen auch fixiertes Material einer Quellungs- 
behandlung unterworfen. Wegen ihrer einwandfrei strukturerhaltenden 
Wirkung fand die Fixation mit 2%iger Osmiumsiaure bevorzugte Anwen- 
dung. Zarte Thalli oder Schnitte von denselben wurden durch 3 Minuten 
langes Einlegen in 2%ige Osmiumsaure oder entsprechend langes Rauchern 
mit Osmiumsauredaimpfen fixiert, % Stunde gewassert, dann einer 5 Mi- 
nuten langen Quellungsbehandlung mit 0,5%iger KOH unterworfen und 
erneut gewassert. Diese von Strugger (1950) zum Studium der Lamellar- 
struktur an Chloroplasten héherer Pflanzen ausgearbeitete Methode fiihrte 
auch bei Anthoceros zum Erfolg. 


In der Profilansicht erkennt man eine Auflockerung der Lamellen, und 
es wird deutlich, da die Pyrenoidkérper den Lamellen eingelagert sind. 
Auch aufterhalb des Pyrenoids lassen sich die Lamellen noch ein Stiick weit 
verfolgen. Sie vereinigen sich aber zum Chromatophorenrand hin zu so 
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dichten Lamellenpaketen, daft sich ihr Verlauf im einzelnen nicht mehr ver- 
folgen 1aRt. Aus den Beobachtungen ergibt sich das in Abb. 1 dargestellte 
Schema fiir den Aufbau eines Anthoceros-Chromatophors. Die Ergebnisse 
decken sich vollkommen mit den von Menke (1940) gemachten Beobach- 
tungen, die mit Hilfe des Ultraviolettmikroskops an Mikrotomschnitten ge- 
wonnen wurde. Die Regelmafigkeit, mit der nach verschiedenster Behand- 
lung der Chromatophoren immer wieder die gleiche Art der Streifung 
zustande kommt, zeigt sehr deutlich, da es sich hier um den Ausdruck 
einer strukturellen Eigentiimlichkeit der Anthoceros-Chromatophoren 
handelt. 

Bei Betrachtung der Flichenansicht ergibt sich jedoch, dal} nach der be- 
schriebenen Fixation mit Osmiumsaure eine krummradiale Streifung nicht 
auftritt. Auch durch anschlieRende Quellungsbehandlung mit KOH 1la&t 

sich eine solche Streifung nicht 
hervorrufen. Sie bleibt bei Ver- 
wendung anderer guter Fixa- 
tionsmittel (Benda, Altmann, 
Champy) in der Regel eben- 
Abb. 1. Schematische Darstellung der Pro- falls aus. Es ist daraus ersicht- 
filansicht eines Chromatophors von Antho- lich, daB es sich bei der krumm- 
ceros laevis nach fixation mit 2%iger Os- radialen Streifung nicht um den 


miumsadure und vorsichtiger Quellung mit 


Ausdruck einer primar in den 
KOH. 


Chromatophoren vorgebildeten 
Struktur handelt. Auf keinen 
Fall kann sie im Sinne von De Rezende-Pinto (1949) als Nachweis fiir 
einen schraubigen Aufbau (structure helicoidale) der Anthoceros-Chromato- 
phoren angesehen werden. Die Beobachtungen lassen vielmehr darauf schlie- 
Ren, da durch die Lageveranderung der Starkekérner um 90° eine Auffal- 


tung der Lamellenpakete des Chromatophors eintritt (vgl. Kiister 1937. 
1951). 


Versuche zur Fixation und Fiarbung der Chromatophoren 
und Pyrenoide 


Fiir entwicklungsgeschichtliche Untersuchungen, insbesondere zur Be- 
obachtung des Verhaltens der Pyrenoide wahrend des Entwicklungszyklus, 
mufie verschiedentlich — wenigstens fiir Paralleluntersuchungen — fixier- 
tes Material verwendet werden. 

Die besten Fixationsergebnisse liefert in allen Fallen die Anwendung 
von 2%iger Osmiumsiaure in fliissiger Form oder das Raucherverfahren mit 
Osmiumsiuredimpfen. Die Chromatophoren werden dadurch in ihrer na- 
tiirlichen Form und Lage fixiert, wobei Fixationsartefakte selten oder gar 
nicht auftreten. 

Alle anderen Fixationsmittel fiihren zu mehr oder weniger starken De- 
formationen der Chromatophoren, die sich bei deren verhaltnismafig 
groRer Flache recht kra& bemerkbar machen. Bendasches Gemisch bringt 
besonders an flachen, sehr stark ausgebreiteten Chromatophoren charakte- 
ristische Umklappungen des Chromatophorenrandes hervor, die sich in um 
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so mafigeren Grenzen halten, je mehr sich die Chromatophorengestalt einer 
runden Scheibe nihert. Es diirfte sich hier um eine spezifische Wirkung 
der Chromsiure handeln, die in den Gemischen von Flemming, Alt- 
mann und Champy in gleicher Weise zutage tritt. Abgesehen von diesen 
Umklappungen erleiden die Chromatophoren nach Fixation in den ge- 
nannten Gemischen nur geringfiigige Verainderungen. 

Chromsiiure ohne weitere Zusiatze fiihrt zu den gleichen Umklappungen 
des Chromatophorenrandes, erzeugt dariiber hinaus jedoch vakuolige Arte- 
faktstrukturen. 

Die Anwendung der Gemische von Carnoy, Regaud, Lewitzky 
sowie Formol (0,5—10%) und Alkohol (70%, 96% und absol.) fiihren zu 
vollig unzureichenden Fixationsbildern mit starken vakuoligen und streifi- 
gen Verainderungen, die nicht mehr als Aquivalent der lebenden Chroma- 
tophoren angesehen werden kénnen. 

Mit Osmiumsaure (oder osmiumsiurehaltigen Gemischen) gut fixiertes 
Maierial wurde iiber Alkoholstufen und Benzolstufen in Paraffin iiber- 
fiihrt. Die Schnittdicke der Mikrotomschnitte variierte zwischen 5 und 10 wu. 
Nach dem Entparaffinieren wurden die Schnitte iiber die Alkoholreihe in 
aqua dest. iiberfiihrt und von dort aus in die Farbstofflésungen (1: 1000) 
gebracht. In den Praparaten zeigten die Pyrenoide eine starke Affinitaét zu 
basischen Farbstoffen. Mit Safranin, Neutralrot, Kristallviolett, Fuchsin, 
Rosanilin und Hiaimatoxylin lassen sich intensive Pyrenoidfarbungen er- 
zielen. Die Grundsubstanz der Chromatophoren, das Stroma, erscheint je 
nach dem Grad der Differenzierung mehr oder weniger gefarbt. 

Mehrfachfarbungen erlauben zwar eine Anfarbung von Pyrenoid und 
Stroma in verschiedenen Farben, sind jedoch, sofern nicht unter standiger 
mikroskopischer Kontrolle gearbeitet wird, weniger geeignet, da die Farb- 
werte ineinander iibergehen, was leicht zu Tauschungen Anlaf gibt. Es sei 
hier insbesondere auf die von Timberlake (1901, 1904) zum Studium der 
Pyrenoide angewandte Dreifachfarbung nach Flemming _ hingewiesen. 
Die Anwendung dieses Farbstoffgemisches fiihrte Timberlake, McAI- 
lister (1914, 1927) und Ma (1928, 1930 a, b) zu der irrigen Ansicht, daB sich 
die Pyrenoidsubstanz unmittelbar in Starke verwandeln kénnte (vel. 
Czurda 1929 und Kiister 1951). Giinstiger ist in jedem Falle die von 
Scherrer (1913, 1914) angewandte Farbung mit Kristallviolett und ali- 
zarinsulfosaurem Natrium. 

Die beste Darstellungsméglichkeit fiir die Pyrenoide bietet jedoch die 
Farbung mit Saurefuchsin nach Altmann (Romeis 1948), da sich Saure- 
fuchsin durch eine iiberaus scharfe Differenzierbarkeit vor den meisten 
anderen Farbstoffen auszeichnet. Selbst in sehr starkereichen Chromato- 
phoren lassen sich mit dieser Methode die Pyrenoidkérper mit aller Deut- 
lichkeit darstellen. 

Soweit auf eine Paraffineinbettung, die stets noch zusatzliche Veriande- 
rungen der Chromatophorengestalt mit sich bringt, verzichtet werden 
muBie, kam vorzugsweise folgende Methode zur Anwendung: 

Ganze Thalli oder Handschnitte von solchen werden 3—3 Minuten durch 
Rauchern mit Osmiumsiuredimpfen fixiert, % Stunde gewassert, dann 
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20 Minuten in einer Saurefuchsinlésung 1: 500 (Phosphatpuffer pH 4,3) 
gefiirbt und in einer Pufferlésung vom gleichen pH-Wert untersucht. Er- 
gebnis: Pyrenoidkérper intensiv rot, Chromatophoren griin (Chlorophyll), 
Kerne zart rosa, Nukleolen intensiv rot. Die Farbung lat sich durch Nach- 
behandlung mit einer 1%igen waRrigen Lésung von SnCl, fiir einige Zeit 
haltbar machen (Farblackbildung). Durch den Abbau des Chlorophylls 
verlieren die Praparate allerdings allmahlich an Schiarfe. 

Bei allen Farbeversuchen zeigte sich eine auffallende Parallelitat im 
farberischen Verhalten von Pyrenoid und Nukleolus. In Farbstoffgemischen 
kann diese Parallelitat gelegentlich undeutlich sein, wodurch die entgegen- 
gesetzte Ansicht Scherrers verstandlich wird. Die Parallelitét im Ver- 
halten gegeniiber verschiedensten Farbstoffen lat eine stoffliche Verwandt- 
schaft der beiden genannten Kérper vermuten. 

Einen weiteren Hinweis gibt das gleichartige Verhalten von Pyrenoiden 
und Nukleolen bei der Hydrolyse mit HCI: 

Alkoholfixierte Mikrotomschnitie von Anthoceros laevis wurden nach 
dem Entparaffinieren in Wasser iiberfiihrt und sodann einer Hydrolyse 
mit n HCI bei 58—60° C (7—15 Min.) unterworfen und sodann in flieRendem 
Wasser griindlich ausgewaschen. Es zeigte sich, da® nach dieser Behand- 
lung die Nukleoli als auch die Pyrenoide in gleicher Weise ihre Affinitat 
zu basischen Farbstoffen (Pyronin, Safranin, Toluidinblau, Haimatoxylin) 
verlieren. Nach Vendrely-Randavel (1949) kann dieses Ergebnis — 
wenn auch mit gewisser Vorsicht — als ein Hinweis auf das Vorhandensein 
von Ribonukleinséure in den Pyrenoiden von Anthoceros laevis angesehen 
werden. Weitere Untersuchungen sollen an dieser Stelle ansetzen, um die 


cytochemische Natur der Pyrenoide einer Klarung naherzubringen. 


Das Verhalten der Pyrenoide im Entwicklungszyklus 


Mit Hilfe der beschriebenen Saurefuchsinmethode bereitete der Nach- 
weis kleinster, isolierter Pyrenoidkérper selbst in weitgehend mit Starke 
erfiillten Chromatophoren keinerlei Schwierigkeiten. Sie leistete wert- 
vollste Dienste beim Studium der Pyrenoide im Entwicklungszyklus. 

Junge Keinistadien lieBen sich leicht durch Aussaat von Anthoceros- 
Sporen auf Mineralsalzagar mit der von Rink (1936) angegebenen Nahr- 
lésung erhalten. Auf diesem Substrat keimten die ersten Sporen bereits 5—-6 
Tage nach der Aussaat. Tafel I, Fig. 4, stellt einen 15 Tage alten, inzwischen 
bereits mehrzelligen Thallus dar. Schon die ersten Zellen enthalten jeweils 
einen meist linsenférmigen Chromatophor, der deutlich griin gefarbt ist. 
Etwa 6—8 Pyrenoidkérper sind — ohne einen zusammenhingenden Py- 
renoidkomplex zu bilden — iiber den ganzen Chromatophor verteilt. Auch 
in den Scheitelzellen erwachsener Thalli enthalten die Chromatophoren 
nur eine kleinere Zahl von 10 bis 15 Pyrenoidkérpern in recht lockerem 
Verband, wahrend die Chromatophoren in erwachsenen Zellen des vege- 
tativen Thallus bis zu 200 Pyrenoidkérper enthalten kénnen, die sich zu 
einem dichtgefiigten Pyrenoid zusammenschliefen. Bei der Entwicklung der 
Geschlechtsorgane tritt eine starke Reduktion der Chromatophorengréfe 
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ein, wobei die Zahl der Pyrenoidkérper stark herabgesetzt wird, so da 
in den Eizellen der Chromatophor nur noch 6—12 Pyrenoidkérper enthilt. 
Etwa die gleiche Zahl findet man auch in den Zellen eines jungen Sporo- 
gons sowie in den Zellen der basalen Wachstumszone idlierer Sporogone. 
Im Archespor tritt bei der weiteren Entwicklung nur eine geringfiigige 
Vermehrung ein. Es lassen sich hier 15—20 Pyrenoidkérper nachweisen. 
Wiahrend aber im Gametophyten die Pyrenoidkérper zu einem mehr oder 
weniger eng zusammengeschlossenen Pyrenoid in der Mitte des Chromato- 
phors vereinigt sind, zeigt sich im Archespor eine gewisse Tendenz zur 
Auflésung des Pyrenoidverbandes. Diese Erscheinung wird in den in der 
Kolumella und in der Sporogonwand auftretenden .,Chlorophyllketten” 
(Scherrer 1914) besonders deutlich. Dabei kommt es nicht selten vor. 
daft in einzelnen Chromatophorenteilen die Pyrenoidkérper noch ein 
einigermafen umrissenes Pyrenoid bilden, wahrend sie an anderen Stellen 
vollig ohne Zusammenhang iiber 

den ganzen Chromatophor ver- 

streut sind (Abb. 2). In den Elate- 

ren, wo sich die Teilchromatopho- 

ren schlieBlich véllig voneinander 


trennen und nicht mehr durch 
Abb. 2. 


Stromabriicken miteinander ver- 
bunden sind, findet man niemals 
mehr ein geschlossenes Pyrenoid, 
sondern nur noch einzeln in den 
Chromatophoren liegende Pyre- 
noidkorper. 


»Chlorophyllkette* aus der Kolu- 
mella von Anthoceros laevis. Bei a sind 
die Pyrenoidkérper zum _ Pyrenoid 
einigt, bei b iiber den Chromatophor ver- 
streut. (Nach einem mit Osmiumsaure 
fixierten und mit Saurefuchsin gefirbten 


Ver- 


Praparat.) 


In einer kiirzlich erschienenen 
Arbeit berichtet De Lemos-Pereira (1953) iiber das Vorkommen von 
Grana und das Vorhandensein eines Chloroplastonemas in den Chloro- 
plasten des Anthoceros-Sporophyten. Die recht unzureichende Technik 
(Schabepraiparate wurden in destilliertem Wasser beobachiet!) fiihrt zu 
starken Artefaktbildungen. Von den nach sorgfaltiger Praparation stets 
sichtbaren Pyrenoidkérpern ist nicht die Rede und auch in den Mikrophoto- 
graphien sind diese nicht zu entdecken. Die Mikrophotographien erlauben 
keinerlei Riickschliisse auf eine a priori in den Chloroplasten enthaltene 
Struktur. 

Die groRe Regelmafigkeit, mit der die Pyrenoide bzw. Pyrenoidkérper 
auf allen Stadien des Entwicklungszyklus von Anthoceros nachweisbar 
sind, gibt Anlaf, nach ihrem Verhalten bei der Chromatophorenteilung zu 
fragen. Bereits Scherrer (1914) hatte die Teilung der Chromatophoren 
von Anthoceros Husnoti an Hand von fixierten Praparaten beschrieben 
und dabei festgestellt, daB sich die Pyrenoide bei der Chromatophoren- 
teilung regelmaBig auf die Tochterchromatophoren verteilen. Eigene Unter- 
suchungen wurden an lebendem Material durchgefiihrt. Eine bevorstehende 
Chromatophorenteilung erkennt man bei einiger Ubung bereits daran, da 


sich der Chromatophor ein wenig abrundet und die bisher sehr dicht ge- 
lagerten Pyrenoidkérper ein wenig auseinanderweichen, wodurdh sie er- 
3d. XLIV/2 11 


Protoplasma, 
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heblich deutlicher sichtbar werden (Abb. 3a, b). Bald darauf streckt sich 
das Pyrenoid senkrecht zur Teilungsebene des Chromatophors und wenig 
spater erkennt man nahezu gleichzeitig am Chromatophor und am Pyre- 
noid die beginnende Einschniirung (c). Die Tochterpyrenoide entfernen sich 
bei fortschreitender Teilung langsam voneinander, so daft bald nur noch 
wenige Pyrenoidkérper in der Stromabriicke zwischen den beiden Tochter- 
chromatophoren liegen (d). Kurz vor der endgiiltigen Trennung der Toch- 
terchromatophoren sind die beiden Tochierpyrenoide véllig voneinander 
getrennt (e), sie beginnen allmahlich sich wieder abzurunden. Sie nehmen 
bald nach dem Zerreifen der Stromabriicke ihre zentrale Lage im Chroma- 
tophor wieder ein und schlieRen sich zu einem engen Pyrenoidverband 
zusammen. Es besteht eine eindeutige Abhangigkeit zwischen Kern- und 
Chromatophorenteilung, indem die Chromatophorenteilung stets wahrend 
der Prophase der Kernieilung einsetzt (Scherrer 1913, 1914; Lander 


, oY 
SS a 


Abb. 3. Einzelne Stadien der Chromatophoren- und Pyrenoidteilung von Antho- 
ceros laevis nach Beobachtungen an lebendem Material. Erliuterung im Text. 


1936: Heitz 1942). In der Zeit zwischen den Zellieilungen tritt eine starke 
Vermehrung der Pyrenoidkérper ein, so daft deren Zahl innerhalb enger 
Grenzen konstant bleibt. Einzelheiten iiber die Vermehrung der Pyrenoid- 
kérper selbst lieBen sich nicht beobachten, es treten jedoch unmittelbar nach 
der Chromatophorenteilung in den Tochterpyrenoiden starke Gréfenunter- 
schiede der Pyrenoidkérper auf, die mit dem Erreichen der endgiiltigen 
Zahl von Pyrenoidkérpern wieder verschwinden. Es erscheint daher nichi 
ausgeschlossen, da& auch die Pyrenoidkérper selbst zur Vermehrung durch 
Teilung befahigt sind. Durch das Verhalten gegeniiber basischen Farb- 
stoffen nach HCL-Hydrolyse wird diese Annahme noch wahrscheinlicher. 
Es liegt daher nahe, in den Pyrenoidkérpern der Anthocerotales identisch 
reproduzierbare Strukturen zu vermuten, die ein den Chromatophoren 
eigenes Sieuerungssystem darstellen. 
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Untersuchungen an anderen Vertretern der Anthocerotales 


Zum Vergleich wurden einige weitere Vertreter der Anthoceroiales her- 
angezogen'. Bei Anthoceros punctatus, Anthoceros crispulus, Anthoceros 
Husnoti, Anthoceros pseudolaevis, Anthoceros glandulosus und Dendro- 
ceros spec. ergaben sich gegeniiber Anthoceros laevis nur graduelle Unter- 
schiede, die sich auf die Grée der Chromatophoren, die Zahl der Pyrenoid- 
kérper und deren mehr oder weniger engen Zusammenschluf erstreckten. 
Grana wurden bei keiner der genannten Arien gefunden. 

Eine Sonderstellung nimmt lediglich die von Campbell (1906, 1907) 
aufgestellte Gattung Megaceros ein. Wiahrend fiir alle anderen Anthocero- 


Abb. 4. Vergleichende Darstellung der Chromatophoren verschiedener Antho- 
cerotales: 1. Nothotylas valvata; 2. Anthoceros laevis; 3. Dendroceros spec.; 4. Antho- 
ceros Husnoti; 5. Megaceros tjibodensis. Die Abbildung veranschaulicht die fort- 
schreitende Auflockerung des Pyrenoidverbandes. (Zeichnungen nach Dauerprapa- 
raten — Osmiumsiurefixation und anschlieBende Farbung mit Saiurefuchsin.) 


tales das Vorkommen von nur einem Chromatophor in jeder Zelle charakte- 
ristisch ist, findet man bei Megaceros tjibodensis in der obersten Zellschicht 
stets zwei, und im Innern des Thallusgewebes kann ihre Zahl auf acht bis 
zwolf, dafiir aber kleinere Chromatophoren steigen. Eine weitere Eigenart 
ist das Fehlen des Pyrenoids in den Chromatophoren von Megaceros- 
Arten. 

Bei der Untersuchung lebender Chromatophoren zeigte sich, daf die- 
selben eine Vielzahl kleiner, linsenférmiger Kérperchen enthalten, die 
regelmaRig iiber den ganzen Chromatophor verstreut sind. Nur vereinzeli 


1 Fiir freundliche Unterstiitzung bei der Beschaffung des Materials bin ich der 
Verwaltung des Botanischen Gartens Buitenzoorg, Herrn Professor Dr. J. Pros- 
kauer, Berkeley, Calif., Herrn Dr. W. Meijer, Amsterdam, Herrn Dr. K. Miil- 
ler, Freiburg, Herrn Dr. G. Buchloh, Heidelberg, Herrn A. Broécker, 
Ostenfelde (Westf.), und Fri. D. Praus, Riithen, zu groBem Dank verpflichtet. 


1 las 
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findet man auRerdem noch eine kleine Gruppe solcher K6rperchen im 
Zentrum des Chromatophors. Das lat sich besonders haufig in den Zellen 
im Innern des Thallusgewebes beobachten. Mit Hilfe der beschriebenen 
Saurefuchsinmethode lassen sich diese Kérperchen intensiv rot anfirben, 
wodurch sie deutlich von den ebenfalls im ganzen Chromatophor vorhande- 
nen Starkekérnern unterschieden sind. Ihrem Verhalten nach miissen sie 
somit als Pyrenoidkérper gedeutet werden, die sich hier nicht zu einem 
Pyrenoid vereinigen, sondern sich iiber den ganzen Chromatophor aus- 
breiten. Diese Erscheinung, die bei anderen Anthocerotales nur in begrenz- 
ten Teilen des Sporophyten zur Ausbildung kommt, greift bei Megaceros 
also auch auf den Gametophyten iiber (Tafel I, Fig. 5). 

In extremem Gegensatz zu Megaceros steht Nothotylas valvata. Hier 
findet man in lebendem und fixiertem Material ein véllig kompaktes und 
homogenes Pyrenoid (Tafel I, Fig. 6). Selbst nach Quellungsbehandlung und 
unter besten optischen Bedingungen erscheinen hier die Pyrenoide vollig 
homogen und sind dadurch in ihrem Bau durchaus mit den Pyrenoiden 
der Algen (Spirogyra, Mougeotia, Hydrodictyon u. a.) zu vergleichen. 

Zwischen diesen beiden Extremen, Nothotylas mit seinen homogenen, 
kompakten Pyrenoiden und Megaceros, dessen Pyrenoide vollig in ein- 
zelne Pyrenoidkérper aufgelést sind, die sich regelma&fig iiber die ganze 
Chromatophorenfliche verteilen, lassen sich die anderen untersuchten 


Tafel I. 
Fig. 1. Zwei Zellen aus einem lebenden Thallus von Anthoceros laevis. In der 
oberen Zelle ein Chromatophor in Flachenstellung, in der unteren in Profilstellung, 
Man erkennt das sehr dicht gefiigte Pyrenoid und die dasselbe umlagernden Stirke- 
koérner. (Vergr. 1000: 1.) 
Fig. 2. Durch zweistiindige Quellung in 0.2m KSCN-Lésung deformierter Chrom- 
atophor von Anthoceros laevis. Die Pyrenoidkérper sind durch die Quellung weit 
auseinandergeriickt und daher sehr deutlich zu erkennen. Die das Pyrenoid um- 
gebende helle Zone entstand durch die Verquellung der Stiirke. Das Stroma des 
Chromatophors zeigt eine den Rosanoffschen Figuren entsprechende Streifung. 
(Vergr. 3000: 1.) 

Fig. 3. Durch Druck reversibel geschiidigter Chromatophor von Anthoceros laevis. 
Die Stairkekérner sind um 90° gekippt, das Stroma zeigt eine an die Rosanoffschen 
Figuren erinnernde Streifung. 

Fig. 4. Lebendes, mehrzelliges Keimstadium von Antoceros punctatus 15 Tage 
nach der Aussaat. (Vergr. 500: 1.) 

Fig. 5. Lebender Chromatophor aus dem Thallus von Megaceros tjibodensis, Die 
Pyrenoidkérper sind iiber den ganzen Chromatophor verteilt. (Vergr. 1500: 1.) 
Fig. 6. Lebender Chromatophor von Nothotylas valoata. Das homogene Pyrenoid 
ist von zahlreichen kleinen Stirkekérnern umgeben. (Vergr. 1500: 1.) 


Fig. 7. Lebender Chromatophor aus dem Thallus von Anthoceros laevis mit zu- 
sammengesetztem Pyrenoid und umliegenden Stirkek6rnern. (Vergr. 1500: 1.) 
Fig. 8. Chromatophor von Anthocercs laevis nach Fixation mit Osmiumsaure und 
Farbung mit Saurefuchsin. Die intensiv gefarbten Pyrenoidkérper sind deutlich zu 
erkennen. (Vergr. 2000: 1.) 
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Tafel I. 


Anthocerotales entsprechend ihrer zunehmenden Tendenz zur Auflocke- 


rung des Pyrenoidverbandes wie folgt einordnen: Nothotylas valvata, 
Anthoceros laevis, Anthoceros pseudolaevis, Anthoceros vesiculosus, Antho- 
ceros glandulosus, Dendroceros spec., Anthoceros punctatus, Anthoceros 
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crispulus, Anthoceros Husnoti, Megaceros tjibodensis (Abb. 4 und Tafel I, 
Fig. 5—8). 

Es liegt hier offenbar eine phylogenetische Reihe vor, die unter Beriick- 
sichtigung der exponierten Stellung der Anthocerotales (vgl. Campbell 
1926) fiir die Erforschung der Phylogenie der Chromatophoren eine erheb- 
liche Bedeutung erlangen kann. 


Diskussion 


Bereits Schmitz (1882) hat in seiner Arbeit iiber die Chromatophoren 
der Algen den Pyrenoiden ein umfangreiches Kapitel gewidmet. Durch 
spatere Arbeiten von Chmielewsky (1889), Geitler (1926), Pascher 
(1927), Czurda (1929) und Chadefaud (1942) wurden die Kenntnisse 
iiber die Pyrenoide erheblich erweitert. Trotz vielfacher Bemiihungen 
wissen wir aber iiber ihre Funktion nur wenig. Auch die Frage von 
Schmitz (1882), .sind dieselben im Laufe der Entwicklungsgeschichte 
verlorengegangen oder sind dieselben bei Phanerogamen und Archegoniaten 
in irgendeiner bisher unerkannten feineren Verteilung doch noch vor- 
handen?“ ist bisher unbeantwortet geblieben. 

Die fiir die Anthocerotales aufgestellte Entwicklungsreihe scheint hier 
einen Hinweis zu geben. Die Chromatophoren von Nothotylas, dem An- 
fangsglied dieser Reihe, gleichen weitgehend den von vielen Algen be- 
kannten Chromatophoren mit homogenen Pyrenoiden. Uber verschiedene 
Zwischenstufen fiihrt die Entwicklung bei den Anthocerotales zu Mega- 
ceros. Die extreme Auflockerung des Pyrenoidverbandes fiihrt hier zu 
einer Struktur, die morphologisch durchaus den Grana in den Plastiden der 
héheren Pflanzen entspricht. Bei Pyrenoidkérpern und Grana handelt es 
sich um kleine, linsenférmige Kérper, die dem Lamellensystem der Chroma- 
tophoren eingelagert sind. Beide besitzen eine starke Affinitat zu basi- 
schen Farbstoffen. Die Fahigkeit der Grana zur identischen Reproduktion 
ist durch Strugger (1951, 1953) erwiesen und ist nach den vorstehenden 
Untersuchungen auch fiir die Pyrenoidkérper der Anthocerotales sehr 
wahrscheinlich. Wie die Grana in den Chloroplasten der héheren Pflanzen 
diirften somit auch die Pyrenoide ein den Chromatophoren eigenes Steue- 
rungssystem darstellen. Die Grana sind nach Strugger (1951) der Ort 
der Photosynthese. In ihnen ist das Chlorophyll lokalisiert. Darin liegt ein 
erheblicher Unterschied zwischen Grana und Pyrenoidkérpern: Die 
Pyrenoidkérper enthalten kein Chlorophyll. Ob ihnen neben der Fihig- 
keit zur Stairkekondensation noch weitere Aufgaben bei der Photosynthese 
zufallen, bleibt noch festzustellen. 

Als Arbeitshypothese soll angenommen werden, daf es sich bei der 
Chromatophorenreihe der Anthocerotales um die endgiiltige Verwirk- 
lichung eines bereits bei den Algen eingeleiteten Prinzips handelt. Die 
Chromatophoren und Pyrenoide unterliegen einer fortschreitenden Auf- 
teilung in kleinere Einheiten, die im Sinne einer VergréRerung der aktiven 
Oberflaiche gedeutet werden kann. Wie weit tatsachlich die Analogien zwi- 
schen Pyrenoidkérpern und Grana reichen, wird jedoch durch umfangreiche 
weitere, vor allem cytochemische Untersuchungen zu priifen sein. 





Untersuchungen iiber die Chromatophoren und Pyrenoide der Anthocerotales 151 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. In den grofen, pyrenoidfiihrenden Chromatophoren von Anthoceros 
lassen sich weder in lebendem noch in fixiertem Material Grana nach- 
weisen. 

2. Durch Quellungsbehandlung fixierter Chromatophoren mit KOH 
laBt sich der lamellare Aufbau der Chromatophoren sichtbar machen. 

3. Das Pyrenoid der Anthoceros-Chromatophoren besteht aus vielen 
Pyrenoidkérpern von linsenférmiger Gestalt, die dem Lamellensystem ein- 
gelagert sind. Die Darstellung der Pyrenoide (Pyrenoidkérper) gelingt be- 
sonders gut nach Fixation mit OsO, und anschlieRender Farbung in einer 
Saurefuchsinlésung 1: 500 (pH = 4,5). 

4, Die Pyrenoidkérper sind auf allen Stadien des Entwicklungszyklus 
mit gréRter Konstanz zu finden. Ihre Vermehrung durch Teilung ist sehr 
wahrscheinlich. Die Zahl der Pyrenoidkérper kann in Zellen mit grofer 
Teilungsaktivitat auf sechs bis acht sinken (Scheitelzellen des Thallus), 
wihrend sie in dlteren Zellen bis zu 200 betragt. Auf bestimmten Stadien 
des Entwicklungszyklus neigen die Pyrenoidkérper dazu, sich aus dem 
Pyrenoidverband zu lésen und sich iiber den ganzen Chromatophor zu 
verteilen. 

5. Der Vergleich verschiedener Anthocerotales laRt eine Entwicklungs- 
reihe erkennen, die von nicht zusammengesetzten homogenen Pyrenoiden 
(Nothotylas) iiber zusammengesetzte Pyrenoide mit mehr oder weniger 
engem Pyrenoidverband (Anthoceros, Dendroceros) zur volligen Auflésung 
des Pyrenoids in einzelne, nicht zu einem Pyrenoid vereinigte Pyrenoid- 
kérper (Megaceros tjibodensis) fiihrt. 
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Anmerkung bei der Korrektur: 

Durch elektronenoptische Untersuchungen an Pyrenoiden von Spirogyra Clo- 
sterium, Enteromorpha und Mougeotia kommt H. Leyon, 1954 (Exp. Cell 
Research 6, 497—505) zu Ergebnissen, welche die in der vorliegenden Arbeit und 
H. Kaja, Diss. Miinster 1953, vertretenen Ansiciten iiber die Beziehungen zwi- 
schen Grana und Pyrenoiden durchaus bekriaftigen. 
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The effect of several SH-reagents on the fertilization of the sea urchin 
egg has previously been described (8). It was obvious that even com- 
paratively high concentrations of reagents like iodoacetamide, para-chloro- 
mercuribenzoate and iodosobenzoate allowed the attachment of the 
spermatozoon, and the evolvement of the first steps in the cortical changes. 
The ensuing processes, as penetration to the centre and copulation of 
pronuclei, cleavage etc. were more affected than the first steps in fertili- 
zation. The previous studies will be supplemented in this paper by some 
observations on the effect of N-ethylmaleimide (abbreviated below: N-EM1I). 


Methods 


The sea urchins used in this research were Arbacia lixula, Paracentrotus 
lividus (Naples) and Psammechinus miliaris (Kristineberg, Swedish West 
Coast). The ovaries were removed from the females and transferred to 
a piece of bolting silk through which the eggs, pouring out from the ovaries, 
were sieved. One drop of “dry sperm” was suspended in 5 ml. sea water. 
One drop of this suspension was used for the fertilization of one or two ml. 
egg suspension. A sample of N-EMI was kindly provided by Dr. K. Bai- 
ley. A stock solution of N-EMI was prepared in sea water or redistilled 
water. The pH of the solutions was controlled by a Beckman pH-meter with 
glasselectrode. 


Experimental 
Effect of N-EMI on eggs and sperm of Arbacia lixula 


Unfertilized eggs of Arbacia lixula (Naples, June 1953) were transferred 
to the following media: 
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a) 1 ml. sea water. 
b) 10-3 M N-EMI in sea water. 
c) 10-*M N-EMI in sea water. 


After 6 minutes the eggs were inseminated and after further 3—6 minutes 
the following observations were made: 

a) 100 per cent fertilization, with adhering membranes, 

b) 2 per cent fertilization, with adhering refractile membranes. 

c) Almost 100 per cent fertilization with adhering membranes or hyaline 
protrusions (Fig. 2—4). 

Cleavage occurred only in a). 

In a parallel series the media contained also extract from the granular 
fraction of homogenates of Arbacia eggs [2, 9|. The original extract was 
diluted 1:10 with sea water (a!) or sea water with 10-°M (b!) or 10-*M 
(c!) N-EMI. N-content in the media a’) to c!) 110 ug. per ml. After 8-10 
minutes the following observations were made: 

a!) 100 per cent fertilization with an elevated refractile membrane. 

b!) About 10 per cent fertilization. In the fertilized eggs the membrane 
was elevated, sometime with hyaline protrusions below the membrane. 

c!) About 98 per cent fertilization. Membrane elevated; in some eggs 
hyaline protrusions below the membrane. 

Cleavage occurred only in a!); the structure of both unfertilized and 
fertilized eggs grew coarser in b!) and c'). 

In presence of N-EMI the spermatozoa lose their motility. Sperma- 
tozoa of twice the concentration used in the preceding experiment were 
suspended in: 


a) 1 ml. sea water. 

b) 1 ml. N-EMI 10-°M in sea water. 

c) 1 ml. N-EMI 5 X 10-*M in sea waiter. 
d) 1 ml. N-EMI 10~ M in sea water. 


Within 1-2 minutes a decrease in motility was obvious in b), c) and d). 
After 3-4 minutes no mobile spermatozoa were present in b) and c). After 
3 minutes the motility had decreased in d), but jerking movements were still 
observed. The movement in a) are still lively. After 6 minutes a drop of 
egg suspension was added to each of the media a~d). Fertilization occurred 
in a) and d) but not in b) and ec). 

To avoid the direct effect of N-EMI on the spermatozoa, the eggs were 
pretreated in the unfertilized state with the reagent, and then after two 
washings transferred to normal sea water where insemination occurred. 
In one experiment with the same egg material (Arbacia lixula) as that 
used in the preceding experiment, two different concentrations of N-EMI 
in sea water were used, 10-°M (a) and 2 X10-*M (b). The eggs were 
washed and transferred to pure sea waier after 5, 15 and 30 minutes ex- 
posure to the N-EMI. Insemination occurred 7 minutes after the transfer. 

The following observations were made: 

I. Pretreatment for 5 minutes: 

a) No immediate fertilization but in the course of 30 minutes an in- 
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creasing number of eggs have formed hyaline protrusions (polyspermic 
fertilization). 

b) 100 per cent fertilization. There was a tendency for membrane 
elevation but no real separation of the membrane occurred. At most local 


blisters appeared. 

II. Pretreatment for 15 minutes: 

a) No fertilization. 

b) 100 per cent fertilization; in a number of eggs (~ 15 per cent) hyaline 
protrusions as in I a). 

III. Pretreatment for 30 minutes: 

a) No fertilization. 

b) 100 per cent fertilization, eggs with hyaline protrusions more nume- 
rous than in IIb). 

In a parallel untreated control 100 per cent of the eggs were fertilized 
upon insemination. The membranes adhered to the egg surface. The 
control eggs cleaved, whereas no cleavage occurred in the eggs pretreated 
with N-EMI. This was also the case when eggs pretreated with 3 X 10-+ M 
N-EMI were washed in sea water and transferred to a solution of 
6.5 X 10+ M glutathione in sea water. Eggs pretreated for 5 minutes with 
10-°M N-EMI were transferred 17 minutes after fertilization to a hyper- 
tonic medium (1.6 ml. sea water + 0.4ml. 2.5 N NaCl). All the eggs with 
a membrane formed around the egg exhibited an “angular plasmolysis.” 
Unfertilized eggs exhibited a smooth or somewhat wrinkled surface on 
exposure to the hypertonic medium. 


The effect of N-EMI on eggs of Paracentrotus lividus 


The above data were supplemented in 1954 with observations on eggs 
of Paracentrotus lividus and Arbacia lixula, which were subjected to 
9 different concentrations of N-EMI ranging from 10—* to 10-?M. After 
pretreatment with the reagent for 10 minutes the eggs were transferred to 
normal sea water. The Paracentrotus eggs exhibited a peculiar form of 
light cytolysis. At two opposite poles of the non-fertilized egg, hyaline 
blisters were formed, which included a number of smaller blisters or 
swollen granules, see Fig. 1. The blisters were often of unequal size. In 
higher concentrations of N-EMI, as for example 10—?M, the granular in- 
clusions were lacking. The blisters ressembled here poorly elevated mem- 
branes with an underlying indentation. The number of eggs with blisters 
amounted to about 10 per cent; in the lowest concentration of N-EMI used, 
10-* M, the percentage was sometimes 20—30. 

Particularly in the highest concentration used, 10-?M, a zone below 
the egg surface was clear: this indicates probably a stiffening of a cortical 
zone, see below. Eggs of this kind remained intact for several days. The 
clear zone was observed although less distinctly also in lower concentra- 
tions of the reagent. Arbacia eggs treated in the same way as the Para- 
centrotus eggs (transfer to normal sea water after exposure to the reagent 
for 10 minutes) exhibited no directly visible changes. 
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The fertilization of Paracentrotus eggs subjected for 10 minutes to 
N-EMI gave on the whole results similar to those described above for 
Arbacia lixula. Protrusions were formed. The fertilization membrane 
seemed to be thin, and the incorporation of the cortical granules was in- 
complete. Cortical granules were often present in the perivitelline space. 
The membrane was more complete in the concentrations 10—° and 10-* M 
N-EMI than in the lower concentrations. Polyspermy was common: the 
maximum values counted were 28, 19 and 50 per cent after pretreatment 
with 10-®, 10-° and 5 X 10-*M N-EMI respectively. 

When the eggs showed the clear zone, already mentioned above, the 
fertilizability of the eggs was 
very low, probably due to the 
solidification of the surface, that 
is involved in the appearance 
of a clear zone. 

A segmentation and further 
development occurred only in 
concentrations below 10—*M N- 

EMI. A number of blastulae, 
which cytolysed corresponded 
probably to polyspermic eggs. 
The remainder of the blastulae 
were thick-walled and the bla- 
stocoel was angular. Sometimes 
the mesenchyme cells did not 
immigrate. The blastocoel thus 
remained empty. In the same _ Fig. 1. Non-fertilized egg of Paracentrotus 
test solution blastulae could be Jividus pretreated for 10 minutes with 
4X 10-6M N-Ethylmaleimide. Two op- 
posite regions with light cytolysis. Mem- 
brane formation. 


present in which the blastocoel 
was filled with mesenchyme. 


As a rule the gastrulation gave 
rise to a rudimentary endo- 
derm. No normal plutei developed. Arms, if formed, were very 
short, the skeleton was reduced. Usually the larvae were not of the 
pluteus type. They ressembled the slightly animalized larvae represented 
by Lindahl (|3)], Fig. 3, lower line to the right). It is doubtful, however. 
if one is concerned with a real animalization or with a general inhibition 
of the larvae. 


Membrane elevation of non-fertilized egg as a con- 
sequence of treatment with N-EMI 


In the higher concentrations of N-EMI (10-3 M) sometimes a membrane 
formation was observed in non-fertilized eggs of all the species examined. 
The membrane looked thinner than in fertilized control eggs. Particularly 
the membrane formation was observed in connection with the centrifuga- 
tion experiments with Paracentrotus and Arbacia eggs to be described 
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below. The membranes were separated from the egg surface by a peri- 
vitelline space which in Paracentrotus was rich in granular components. 
In Psammechinus miliaris this space was more often free from granular 
components. 


The hyaline protrusions-enlarged reception cones 


As mentioned above hyaline protrusions sometimes appeared upon 
fertilization of the egg in presence of N-EMI. Arbacia eggs with protru- 
sions are represented in Fig. 2-4. The 

protrusions represent enlarged recep- 

tion cones. They ressemble closely 

the exaggerated reception cones, 

which appear in oocytes or in eggs, 

which have just passed through their 

maturation divisions. In _ oocytes 

the reception cones withdraw about 

15--20 minutes after insemination. In 

presence of N-EMI, however, the 


Fig. 4 


Fig. 2-4. Fertilized eggs of Arbacia 

lixula with large “reception cones.” 

The eggs had been pretreated for 

15 minutes with 2xX10-4+M N- 
Fig. 3. Ethylmaleimide. 


reception cones of the oocytes remained stable for hours. The same held 
true for the enlarged reception cones formed in mature N-EMI-pretreated 
eggs. In some cases the reception cones were seen to withdraw so that the 
egg surface became smooth. The material of the cones could, however. 
still be distinguished in the interior of the egg as sectors of hyaline mate- 
rial, see Fig. 3. The appearance of several reception cones on the surface 
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of the egg revealed that the eggs were polyspermic. Polyspermy in the 
N-EMI is, however, not always connected with formation of protrusions. 

Often the enlarged reception cones appeared as an alternative to the 
formation of a membrane. Smaller but rather stable reception cones 
appeared even below an elevated fertilization membrane for example in 
eggs of Arbacia exposed to 10-*M N-EMI in presence of diluted extract 
from the granular fraction of the egg homogenate (see above p. 155). Also 
these eggs showed a high incidence of polyspermy. 

In one experiment, eggs of Psammechinus miliaris, S-form, were sub- 
jected for 15 minutes to 5 X 10-°M N-EMI in sea water. The eggs there- 
after were washed in sea water, and finally transferred to a 0.1 per cent 
solution of serumalbumin in sea water. Polyspermy was prevailing in 
most of the eggs. Small hyaline protrusions appeared on the egg surface 
after insemination. These probably represented reception cones of the 
same nature as those described above. Staining with acetocarmin con- 
firmed the high incidence of polyspermy demonsirated already on the 
living material. A cleavage occured in this material but the acetocarmin 
staining showed that the chromosomes often did not return to the resting 
stage after the first division. The first cleavage cells separated from each 
other to a varying extent, and a strong folding of the egg surface occurred. 
A minor part of the eggs developed into free-swimming gastrulae with 
a small endoderm region. 


Centrifugation experiments 


The eggs of Arbacia lixula were the most suitable for the centrifugation 
experiment. The eggs were suspended on the border between an isotonic 
sucrose solution and sea water (see Harvey [i]) and subjected to centri- 
fugation at about 3300 X g. Control eggs became more elongated than 
eggs, which had been pretreated for ten minutes with varying concentra- 
tions of N-EMI. After 10 minutes centrifugation 50-75 per cent of the 
control eggs were broken into two fragments. The higher the concentration 
of N-EMI the less pronounced was the elongation. No fragmentation took 
place in the N-EMI-pretreated eggs. The return to a more spherical shape 
was also much slower in these than in the control eggs. It was evident 
from these results that the rigidity of the cortex was higher in the N-EMI- 
pretreated eggs as compared with the control eggs. Also the stratification 
in the interior was more pronounced in the non pretreated than in the 
preireated eggs. 

The behavior of the eggs in the centrifugation experiments depended 
rather much on the physiological state of the eggs. In March 1954 eggs of 
Arbacia were centrifuged a) in the presence of sea water, b) in the presence 
10->M N-EMI. Fig. 5 represents an egg from a), Fig. 6 one from b). The 
centrifugation (3300 X g) lasted for 15 minutes. In a) a considerable elonga- 
tion of the egg and a stratification of the interior occurred. In b), on the 
other hand, no elongation and no stratification were observed. 

Very well elevated refractile membranes were found in the eggs. The 
percentage of membrane elevation varied in different runs between 30 
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and 100. ‘The centrifugation seemed to enhance the membrane elevation 
because in non centrifuged eggs only few of the eggs exhibited membrane 
elevation. On the other hand no membranes were visible in the control a). 
No doubt there is a certain tendency to activation in the eggs subjected 
to N-EMI, which is reflected in the membrane elevation and the increased 
rigidity of the cortical and interior cytoplasm. 


Fig. 6. Non-fertilized egg of 
Arbacia lixula pretreated for 
10 minutes with 10-3M N- 
Ethylmaleimide and_ there- 
Fig 5. Non-fertilized egg of after centrifuged for 15 mi- 
Arbacia lixula, centrifuged for nutes at 3300 X g. Elevation 
15 minutes at 3300 X g. Phase of  refractile © membrane. 
contrast. Phase contrast. 


Eggs of Paracentrotus lividus were likewise subjected to centrifugation. 
Under the influence of the same acceleration, however, the elongation in 
the control eggs corresponded only to about 20 per cent. The undoubily 
existing difference in rigidity was therefore not clearly visible. A tendency 
to stratification of the interior was observed in the control but not in the 


pretreated egg. A membrane elevation was often observed also in the 
centrifuged Paracentrotus eggs. 


Precipitation of the jelly coat subsequent to 


N-EMI-treatment 


In eggs of Arbacia left for 8-12 hours in 10-* M N-EMI, the jelly coat 
was precipitated with a strongly marked outline. If the eggs had been 
pretreated only for 5-10 minutes with 10~-* M N-EMI and then transferred 
to sea water. the effect on the jelly coat was less constant but sometimes 
rather pronounced. Also for this effect the physiological state of the egg 
seems to be of relevance. 

Discussion 

The N-Ethylmaleimide (N-EMI) has proved to be a potent inhibitor of 
the development of the sea urchin egg. It seems to attack the unfertilized. 
as well as the fertilized egg. This follows from the fact that pretreatment 
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of the eggs before fertilization has the same effect as continued exposure 
to N-EMI during fertilization. As in the case of other SH-reagents, N-EMI 
is obviously less nocuous to the first steps in fertilization than to the 
ensuing mitotic processes. Thus membrane formation may occur even 
when the first mitosis is completely arrested. With increasing concen- 
tration of N-EMI also the fertilization was blocked. This was probably 
not due to a direct inhibitory effect of the reagent but to a secondary 
disturbance with ensuing high rigidity of the cortical layer. This change 
predisposes for the formation of the protruding hyaline reception cones 
described above. 

Even after pretreatment with N-EMI an angular plasmolysis occurs 
upon immersion of the fertilized eggs in a hypertonic medium (p. 156). 
This type of plasmolysis indicates that the typical changes have occurred 
with respect to the colloidal properties of the cortical layer. The pre- 
requisite is, however, that a continuous membrane has been formed. Eggs 
with protruding hyaline reception cones but without membrane did not 
exhibit angular plasmolysis. 

Eggs subjected to iodoacetamide and para-chloromercuribenzoate ex- 
hibited also subsequent to fertilization the cortical change that is mani- 
fested in the angular plasmolysis. 

Even if the cortical reactions apparently were normal in eggs pretreated 
with N-EMI, the incidence of polyspermy was high. It was obvious that 
the polyspermy prevailed in eggs of Arbacia even when — in presence of 
extract from the granular fraction of egg homogenate — a refractile mem- 
brane was elevated (p. 155). N-EMI like p-chloromercuribenzoate evidently 
interferes with some reaction in the egg surface. which protects against 
polyspermy. lIodoacetamide, on the other hand, has not this effect. 

As was pointed out above, the conditions in N-EMI-pretreated eggs 
with hyaline protruding reception cones approach those prevailing in oocy- 
tes. Only is the number of protrusions lower in the mature N-EMI- 
pretreated eggs than in the oocytes. In eggs of Psammechinus miliaris 
undergoing maturation divisions or having just achieved these, a similar 
smaller number of enlarged reception cones was formed upon insemina- 
tion. 

The pretreatment of the egg with for example 10—-?M N-EMI for five 
minutes (see p. 155) thus seems to bring its cytoplasm into a state ressembling 
that prevailing in the oocyte stage or during the meiotic divisions. 

The centrifugation experiments show clearly for Arbacia eggs that the 
rigidity of the cortical layer, as well as that of the interior increase follow- 
ing pretreatment with N-EMI. For Paracentrotus eggs the evidence was 
less striking but both the incomplete centrifugation experiments and the 
observation of the clear, cortical zone indicated a similar increase in rigi- 
dity for the Paracentrotus egg. 

As known, the rigidity of the cytoplasm of the oocyte is higher than 
that of the mature egg. Under varied conditions, as in hypertonic medium 
or in presence of 10° to 10-*M sodium periodate, the oocyte separates 
into two parts, see Runnstrém and Kriszat [7]. One part contains the 
Protoplasma, Bd. XLIV/2 12 
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nucleus; the cytoplasm of this part is often hyaline or partly hyaline. The 
other part is granular. Protrusions of most varied kind appear in this 
latter part. These observations point to the conclusion that the cytoplasm 
is built up of a fibrous framework of submicroscopic range. The frame- 
work would be responsible for the rather high rigidity of the cytoplasm 
of the oocyte. Upon a coarsening of the framework a tendency to con- 
traction and squeezing out of the interstitial homogenous phase of the 
cytoplasm prevails. This would result in the separation of the oocyte into 
two parts of which the optically more homogenous would represent the 
interstitial component into which the nucleus enters. On this view the for- 
mation of the protrusions upon penetration of spermatozoa represents more 
local processes of the same kind as those bringing about the separation 
of the whole oocyte into two parts, see also Runnstrém and Kriszat 
I8, p. 181, Fig. 4 and 5}. 

Upon maturation profound changes occur in the cytoplasmié structure 
of the egg. This is reflected for example in the lowered rigidity of the 
cytoplasm. An elongation and separation of the mature egg into two parts 
do not occur as a response to hypertonicity or addition of periodate. The 
bonding responsible for the framework of the oocytes is broken subsequent 
to maturation. The framework structure has been replaced by a system 
of submicroscopic clusters, which are easily displaced in relation to each 
other, thus giving a low rigidity, see [5, 6]. 

The treatment of the eggs with N-EMI brings about an increased rigi- 
dity of the cortical layer, and also of the interior of the egg. In this way 
the conditions grow more similar to those prevailing in the oocyte. The 
attachment of the spermatozoa brings about an increased contraction of 
the cortical framework by which the squeezing out of the hyaline reception 
cones is facilitated. Upon retraction of these, the hyaline material does 
not mix immediately with the surrounding cytoplasm. This is a further 
indication of the rigid conditions of the cytoplasm components. As 
described in a previous paper [8], an extremely strong contraction of the 
cortical layer may occur after the eggs of Arbacia punctulata have been 
fertilized in presence of p-chloromercuribenzoate. 

What is the mechanism of the N-EMI-action? The increased rigidity 
of the cortex and the interior cytoplasm could be directly due to a cross- 
linkage caused by the N-EMI-molecules. Another possibility is, however, 
that the action of the agent mainly is an indirect one. It may cause the 
release of a substance, which causes a gelation of the cytoplasm. At the 
same time a membrane formation often occurred. This was most con- 
spicuous in eggs subjected to centrifugation. The changes occurring in the 
non-fertilized egg under the influence of N-EMI involve an activation of 
the egg, see p. 157. However, the strong inhibitory action of the reagent 
only allows the initial steps to occur. The view has gradually evolved 
that the partial break up of granular components or of submicroscopic 
complexes play a role in the activation process [2, 9]. 

A slow release of jelly precipitating factor [2,9] was observed as a con- 
sequence of treatment of the non-fertilized eggs with N-EMI. This obser- 
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vation fits in with the view that a breakdown of molecular complexes is 
involved in the N-EMI-action. Wicklund found that treatment of the eggs 
with ATP favours the release of the jelly precipitating factor, see |6, p. 285] 
and [10]. 

It was shown above that N-EMI arrests the movements of the sperma- 
tozoa. The same was found to hold for para-chloromercuribenzoate [8]. 
whereas iodoacetamide or iodosobenzoic acid had no such effect. Back- 
str6m (personal communication) found that the disappearance of reduced 
glutathion in the spermatozoa followed a similar curve as the exhaustion of 
the fertilizing capacity of the spermatozoa. The reduced glutathion may 
play the role of keeping certain enzymes in a reduced state. The SH-rea- 
gents para-chloromercuribenzoate and N-EMI may have the capacity of 
direct reaction with the SH-groups of the critical enzymes. 


Summary 


Eggs of Paracentrotus lividus, Arbacia lixula (Naples) and Psammedchi- 
nus miliaris (Swedish West Coast) have been submitted to the action of 
different concentrations (10—° to 10-* M) of the SH-reagent N-Ethylmalei- 
mide (N-EM]). 

N-EMI allows the fixation and penetration of the spermatozoa; certain 
cortical changes occur, as for example a membrane elevation and the 
change in the surface layers of the eggs, which results in an angular plas- 
molysis upon immersion of the eggs in a hypertonic medium. Instead of 
a membrane formation a varying number of hyaline protrusions may 
appear. They represent enlarged reception cones. The formation of the 
protrusions is not always alternative to the membrane formation but less 
strongly developed protrusions may appear below an elevated membrane. 

The fertilization membrane formed in presence of N-EMI is often 
thinner than normally and the cortical granules may be incompletely in- 
corporated. A pronounced tendency to polyspermy prevails in eggs sub- 
jected to N-EMI. The formation of several protrusions on the egg surface 
is a sign of polyspermy. 

The movements of the spermatozoa decay after a brief exposure to 
N-EMI. Pretreatment of the eggs with the reagent and subsequent in- 
semination of the pretreated eggs in normal sea water gives. however, the 
same effect as N-EMI-exposure during the fertilization. 

The mitotic cycle and egg cleavage is more strongly arrested by N-EMI 
than the initiating cortical reactions. Only in concentrations below 10-4 M 
a segmentation and further development occurs. The eggs develop into 
larvae with inhibited differentiation. 


A membrane formation may occur in non-fertilized eggs in presence 
of 10-*M N-EMI. Sometimes also a precipitation of the jelly coat was 
observed in eggs immersed in N-EMI. 

Centrifugation experiments demonstrated that exposure to N-EMI in- 
creased the rigidity both of the cortical layer and of the interior of the egg 
The formation of a clear cortical zone also indicated a stiffening of the 
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cortical layer. The centrifugation favored the membrane elevation in non 
fertilized eggs exposed to N-EMI. 

Similarities between the reaction of oocytes and of N-EMI-treated 
mature eggs are pointed out. The presence of a rather strongly bonded 
framework in the oocyte is indicated by the high cytoplasmic rigidity, and 
the behavior of the egg upon insemination, the immersion in hypertonic 
sea water, or in sea water with 10~ to 10-* M periodate. Upon maturation 
the framework is replaced by a more clusterlike structure which accounts 
for many properties of the mature egg [5, 6]. The N-EMI-treatment seems 
to provoke a more framework-like structure in the mature non fertilized 
eggs. This accounts for the similarities between the N-EMI-treated mature 
eggs and the oocytes. The increased rigidity conferred upon the cytoplasm 
by N-EMI may in part be an indirect effect. The suggestion is made that 
the primary effect of N-EMI is exerted on granular components or mole- 
cular complexes. From these substances are released which act on the 
remainder of the cytoplasm. In this way changes are induced which in- 
volve an activation of the egg. However, the further progress of this 
activation is blocked by the inducing agent, N-EMI. 
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A. Einleitung 


In friiheren Mitteilungen (Johannes 1939, 1944 und 1950) konnte ich 
zeigen, da® die Vitalfarbung von Pilzmycelien wesentliche Beitrage zur 
Erforschung der Physiologie der Pilze liefern kann, allerdings nur unter 
der Voraussetzung einer bestimmten Methodik, die im wesentlichen von 
Strugger und seiner Schule erarbeitet wurde. 


Als Versuchsobjekte dienten bisher Phycomyceten, Hefen und héhere 
Pilze (Héfler u. Pecksieder 1947). Besonders die Vertreter der Sapro- 
legniaceen bieten aber auf Grund ihrer leichten Kultivierbarkeit alle Vor- 
aussetzungen fiir wirkliche Vitalfarbungen. Es liegen mit ihnen wenige 
Untersuchungen vor. Erst 34 Jahre nach den Untersuchungen Pfeffers 
(1886) verwandte Guilliermond (1920—1937) die Saprolegnien zum 
Studium des Vakuoms, Joyet-Lavergne (1928—1934) studierte das 
Chondriom und seine Physiologie, Grohrock (1935) nahm Plasmastudien 
vor und Saksena und Bhargava (1946) berichteten iiber Vakuolen- 
studien in den Sporangien von Thraustotheca clavata. Den meisten dieser 
Arbeiten aber haftet der eine Mangel an, daft die Autoren wenig Wert 
auf eine ausreichende Pufferung der Farblésungen legen, obwohl seit lan- 
gem bekanni ist, da die Speicherung eines Vitalfarbstoffes wesentlich von 
deren Dissoziationsgrad und dem pH-Gefialle Vakuole/AuRenmedium ab- 
hangt (vgl. Drawert 1948 und 1951 und Johannes 1950). 


Als Versuchsobjekt wihlte ich Achlya racemosa (Hildebr.) Pringsheim, 
weil diese Art nach den dkologischen Untersuchungen von Lund (1934) 
Substrate mit sehr unterschiedlichen pH-Werten besiedeln kann. Man kann 
sie sowohl aus Moortiimpeln (bis etwa pH = 4) als auch aus kalkreichen 
Gewiissern (bis etwa pH =8,5) isolieren. Dadurch ist die Méglichkeit ge- 
geben, diese Art bei verschiedenen pH-Werten zu kultivieren, ohne Schidi- 
gungen zu erwarten, die allein schon auf die wechselnde H-Ionenkonzen- 
trationen zuriickgefiihrt werden miiBten. 


B. Methodik 


Kultur 


Das Untersuchungsmaterial, Acilya racemosa (Hildebrand) Pringsheim, 
wurde in der Umgebung von Hannover und Braunschweig aus Teichen 
isoliert. Einspormycelien iiber den Nahrboden nach Raper (1937) und 
Hoéhnk (1934/35) dienten in sterilem Wasser auf gekochtem Hanfsamen 
als Ausgangskulturen. Zu den vergleichenden Untersuchungen wurden 
stets gleichaltrige Mycelien verwendet, die ich dadurch gewann, daft ich in 
eine kleine Petrischale mit einer etwa 3—5 Tage alten Kultur reichlich 
kleine Stiickchen gekochten Hanfsamens einstreuie. Nach 24 Stunden waren 
diese Kéder befallen und wurden einzeln in neue Petrischalen mit sterilem 
Wasser gesetzt. Sie konnten nun in jedem beliebigen Entwicklungszustand 
gefarbt und untersucht werden. 
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Farbung 


Die Farbung ganzer Kulturen habe ich friiher eingehend beschrieben 
(Johannes 1939, S. 76 und 85, und 1941, S. 181). Das Wasser der Kul- 
turen wird abgegossen, die gepufferten Farblésungen werden zugegeben 
und nach der gewiinschten Farbezeit durch farblose Puffer desselben pH- 
Wertes ersetzt, um eine Umlagerung des Farbstoffes innerhalb der Zellen 
zu verhindern. Die Herstellung der gepufferten Farblésungen und der farb- 
losen Puffer ist eingehend bei Strugger (1935, 1940, 1949), Drawert 
(1937) und Johannes (1950, S. 13) erlautert. 

Untersucht wurde sowohl im Hellfeld als auch im Fluoreszenzmikroskop 
im UV-Licht mit UG-1-Filter oder bei Serienuntersuchungen im Blaulicht 
mit den Schottfiltern BG 1 und BG 3. Alle Versuche in den verschiedenen 
pH-Bereichen liefen in zwei parallelen Reihen: ungefarbt und gefarbt. 
Dadurch war es stets méglich, die reine H-Ionen-Wirkung von der Wir- 
kung der Farbstoffe zu trennen. Doch soll diese Frage in einer besonderen 
Arbeit behandelt werden. 


C. Ergebnisse 


I. Die Ergebnisse der Farbungen mit Neutralrot 


a) Hellfeldanalyse 


Das vegetative Mycel. Uber die grundlegenden Untersuchungen zur 
Speicherung des Neutralrots durch Saprolegnien konnte bereits friiher (J o- 


hannes 1939, S. 86) berichtet werden. Die wichtigsten Ergebnisse seien noch 
einmal kurz zusammengefaft: Tabelle 1: Im gesamten untersuchten Bereich 
pH 1,94 bis 11.4 tritt keine Farbung der Hyphenmembranen auf. Im Bereich 
von pH = 4,24 bis 6,14 kann bei langerer Anfiarbung eine im Hellfeld sicht- 
bare Plasma- und Kernfarbung erscheinen, die aber stets disturbant ist, 
denn die Plasmastrémung hért sofort auf und das Plasma koaguliert bald 
danach (Tab. 1, eckige {|| Klammer). Von pH = 6,14 an ist auch bei Lang- 
farbungen von einer Plasmafarbung im Hellfeld nichts mehr zu erkennen, 
dafiir hat die Vakuole den Farbstoff schon recht stark aufgenommen. Aber 
diese Fiairbung ist vor allem im starker alkalischen Bereich nicht inturbant, 
weil sich das an sich fein verteilte Vakuom unter der Wirkung des Farb- 
stoffes zur Zentralvakuole zusammensdhlieRt (Dubitzki 1934). Die Ver- 
anderungen am Toroplasten durch Neutralrot und die damit verbundene 
Vakuolenkontraktion ist von Drawert (1938) bei Allium cepa eingehend 
untersucht worden (vgl. auch Kiister 1940). Es liegen hier dieselben Ver- 
haltnisse vor. 


Die Sporangien und Zoosporen. Dem vegetativen Wachstum des extra- 
matrikalen Mycels folgt unter normalen Bedingungen die Bildung zahl- 
reicher Sporangien, die reichlich Zoosporen entlassen. Die Sporangien wei- 
sen in keinem Entwicklungsstadium und in keinem der untersuchten Be- 
reiche von pH 1,94 bis 11,4 eine Membranfairbung an den Hauptwianden 
der Sporangien auf (Tab. 2). 





H. Johannes 


Vitalfarbung des extramatricalen Mycels mit Neutralrot. 
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Erklarung der Farbungen: 
((+)) =sehr schwach, kaum sichtbar, (+) =sehr schwach, deutlich sichtbar, 
+=schwach, ++=stark, +++ =sehr stark. 
[+] = Farbung stark schadigend. 


P = Primarfluoreszenz sehr stark, P = Primirfluoreszenz sichtbar. 
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Tab. 2. Vitalfarbung der Sporangien und Zoosporen mit Neutralrot. 
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Erklarung der Farbungen (siehe Tab. 1): 
(T) =Farbung der Trennwand zum Sporangium oder Tiipfelmembran der 
Oogonien. 
Tr = Trépfchenfarbung in den Vakuolen sehr stark. 
Tr = Trépfchenfarbung sichtbar. 
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Die Trennwand Hyphe/Sporangium dagegen firbt sich verschiedentlich 
mit orangerotem Farbton. Der Farbton entspricht dem der Gametenwinde 
von Phycomyces und Basidiobolus und der Tiipfelmembran der Saproleg- 
niaceen (Johannes 1939; 88). Es handelt sich hierbet um eine chemische 
Bindung des Neutralrots, denn Kationen-Adsorption hitte sich durch stei- 
gende Zugaben von CaCl,-Lésungen verdrangen lassen. Nicht in allen pH- 
Bereichen habe ich sie erkennen kénnen. Vielleicht ist die chemische Bin- 
dung auf die Anwesenheit von Farbkationen angewiesen, denn im al- 
kalischen Bereich schien sie zu fehlen. 

Die gelegentlich auftretende Plasmafirbung um pH = 4,0 herum ist 
stets disturbant wie bei den Hyphen. Eine Speicherung des Farbstoffes in 
der Vakuole wurde schon um pH = 4,0 erkennbar, wenn das Sporangium 
soweit entwickelt ist, daB sich die Zentralvakuole ausgebildet hat. Sie er- 
leidet dann aber unter der Wirkung des Neutralrots ahnliche Verinderun- 
gen wie die Hyphen. Im alkalischen Bereich tritt der Tonoplast dann deut- 
lich hervor und glattet sich, d. h. die starke Zerkliiftung das Plasmawand- 
belages wird durch die Vakuolenkonzentration ausgeglichen. In jungen 
Stadien, solange noch keine Zentralvakuole ausgebildet, sondern das Va- 
kuom noch fein verteilt ist, erkennt man nur oberhalb von pH = 6,5 ver- 
einzelte Farbtrépfchen im Vakuom, als ob sie im Plasma liegen. Sie sind 
als Entmischungen zu wertens Im alkalischen Bereich wird diese Ent- 
mischung der zusammenhangenden Vakuole zur Regel. Nach anfangs 
diffuser rot bis rotbrauner (oranger) Farbspeicherung entmischt sich der 
Farbstoff und sammelt sich in kleineren und gréReren Farbtrépfchen. Sie 
befinden sich in starker Brownscher Molekularbewegung (BMB). Bei sehr 
starken Fiarbungen und langer Dauer kann der Farbstoff zu groRen Trop- 
fen zusammenfliefen und sich in seitlichen Ausstiilpungen der Vakuolen 
am Tonoplasten ansammeln, und dann hat man den Eindruck, als wan- 
derten die Farbiropfen durch ihn hindurch ins Plasma. Das bedeutet aber 
eine Zerstérung des Tonoplasten, der unmittelbar eine irreversible Schadi- 
gung des Cytoplasmas folgt. 

Verfolgi man die Weiterentwicklung mit Neutralrot schwach gefirbier 
Sporangien bis zur Bildung der Zoosporeninitialen, so kann die diffuse 
Speicherung in der Vakuole so lange bestehen bleiben, bis sich das Proto- 
plasma deutlich in einzelne Portionen, die spateren Zoosporen, zerteilt hat. 
Ganz plitzlich verschwindet dann die Farbung und tritt fast ebenso schnell 
als Trépfchenspeicherung in den Zoosporeninitialen wieder auf (vgl. 
Saksena und Bhargava 1946). Bei der Zoosporenbildung wird also der 
gesamte Zellsaft mit zur Bildung der Zoosporen herangezogen. Er verteilt 
sich auf die einzelnen Zoosporen. Es bleibi also keine Fliissigkeit zuriick, 
die auch nur eine annahernde Struktur wie der Zellsaft besitzt. Der Rest 
besteht wahrscheinlich nur aus Wasser, dem weitgehend alle Kolloide ent- 
zogen wurden. Daf eine Fliissigkeit zuriickbleibt, geht daraus hervor, daB 
die Zoosporen dann bald eine anfangs leichte, sich bald steigernde Eigen- 
bewegung aufnehmen. Das Sporangium platzt am Ende und entlaRt die 
Zoosporen. Bei der Entleerung auch sehr stark gefarbter Sporangien — 
die Farbung mu aber unmittelbar vor der Entleerung erfolgen — in farb- 
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losen Puffern konnie nie beobachtet werden, daf zugleich eine gefarbte 
Fliissigkeit mit austrat. 

Die Zoosporen nehmen, wie oben erwahnt, schon als Initialen kurz vor 
ihrer Reife den Farbstoff der ehemaligen Sporangienvakuole auf und spei- 
chern ihn in ihren Vakuolen. Erkennbar sind im Hellfeld allerdings nur 
wenige kleine Farbtrépfchen, so daR der Aufnahme des Neutralrots aus 
den Sporangienvakuolen eine Entmischung im Vakuom der Zoosporen par- 
allel lauft. Der mehr rote Farbton der Farbtrépfchen in den Zoosporen 
entspricht den Entmischungstropfen der Zentralvakuolen im alkalischen 
Bereich. Er gleicht auch den Trépfchen bei der Speicherung des Neutral- 
rots im Mycel von Phycomyces (Johannes 1939). Eine Plasma- oder 
Kernfarbung habe ich im Hellfeld nie beobachtet. Zoosporen mit diesem 
Entmischungstropfen im Vakuom sind durchaus lebensfahig und zeigen 
ganz normale Beweglichkeit. Das soll die letzte Spalte in Tab. 2 vor Augen 
fiihren. Das Nachlassen der Bewegung unterhalb von etwa pH = 4,5 darf 
nicht als Wirkung des Neutralrots angesehen werden, sondern ist auf die 
hohe Wasserstoffionenkonzentration zuriickzufiihren, wie die ungefarbten 
Kontrollen einwandfrei bestitigen. 

Die deutlich zunehmend schwerfalligen Bewegungen sowohl bei der 
Entleerung der Sporangien als auch beim zweiten Schwimmstadium der 
Zoosporen im alkalischen Bereich oberhalb des Neutralpunktes werden 
aber als schidigende Wirkungen des gespeicherten Neutralrots zu werten 
sein, wie in einem spiiteren Beitrag noch gezeigt werden soll. 

Vitalgefarbte Zoosporen, die sich nach dem Ausschliipfen encystierten 
und dann ihr zweites Schwarmstadium durchliefen, zeigten immer noch 
die roten Farbirépfchen in den Vakuolen, solange sich die Wasserstoff- 
ionenkonzentration zwischen pH = 4,5 und 6,5 bewegte. Auch nach ihrem 
Auskeimen kann man unter giinstigen Bedingungen, d. h. wenn die Zoo- 
sporen geniigend Farbe gespeichert hatten, noch den Farbstoff erkennen. 
Sobald sich aber im jungen Keimschlauche die ersten ausgedehnten Va- 
kuolen bilden, habe ich mehrmals beobachtet. daf sich diese Vakuolen dann 
wieder diffus farben kénnen. 


Die Geschlechtsorgane. Nachdem die Bildung der Sporangien im Ab- 
klingen begriffen ist, erscheinen an den sporangientragenden Haupthyphen 
die traubig angeordneten Oogonanlagen auf kurzen seitlichen Stielen. Sie 
sind anfangs vollig mit Protoplasma angefiillt und bilden dann eine Zen- 
tralvakuole aus. Das Cytoplasma zerkliiftet sich, sammelt sich um einige 
wandstindige Kerne und bildet die Oosphiren. Inzwischen stiilpen sich aus 
den Oogonstielen die antheridialen Nebenaste heraus. Sie legen sich dem 
Oogon an und schniiren an ihrem Ende eine vielkernige Zelle, das Antheri- 
dium, ab. Durch eine diinne vorgebildete Stelle in der Oogonwand, dem 
Tiipfel, sendet das Antheridium einen oder mehrere Befruchtungsschlauche 
zu den Oosphiren. Nach vollzogenem Plasma- und Kerniibertritt umgibt 
sich die Oospore mit einer dickeren Membran. Im Laufe der Reife, die 
mehrere Wochen in Anspruch nehmen kann, wird auch die Struktur der 
Oosporen sichtbar. Zwei Reihen von Oltrépfchen umgeben dann das 
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Plasma der reifen Oospore. Nach laingerer Zeit (meist 60 Tagen) keimen 
die Oosporen. 

Bis auf die Keimung der Oosporen lassen sich alle angefiihrten Ent- 
wicklungsstadien in den Petrischalen beobachien und fiarben. Es ergeben 
sich bei der Hellfeldanalyse mit Neutralrot die Ergebnisse der Tab. 3. 

Eine Membranfarbung der gesamten Oogonwand tritt in keinem Fall 
und in keinem pH-Bereich ein. Aber die Tiipfel, die Eintrittsstellen der 
Befruchtungsschlauche, als Gameten- (genauer Gametangien-) Winde bin- 
den von pH = 6,0 ab bis etwa pH = 7,5 das Neuiralrot so stark, daft die Fiar- 
bung im Hellfeld gut sichtbar ist. Das konnte ich schon bei Saprolegnia sp. 
und anderen Pilzen zeigen (Johannes 1939; 88, Fig. 18). Es handelt sich 
hierbei um eine elektive Farbung chemischer Bindung und nicht um eine 
Kationenadsorption, denn die Farbung lat sich nicht durch Elektrolyte 
verdrangen. Ob sich auffer der Tiipfelmembran auch der dem Tiipfel an- 
liegende Membranteil des Antheridiums mit anfarbt, habe ich nicht ent- 
scheiden kénnen. Eine Plasma- oder Kernfiarbung trat weder in den Oogo- 
nien und Oosporen noch in den Antheridien im Hellfeld sichtbar zutage. 
Die Vakuolen der Oogonien und das Vakuom des Antheridiums speichern 
dagegen in demselben pH-Bereich das Neutralrot wie die vegetativen Hy- 
phen oder die Sporangien. Wegen der geringen Ausdehnung des Vakuoms 
im Antheridium ist diese Farbung nur schwach zu erkennen. Noch schwie- 
riger und sehr selten sieht man spater in den reifen Oosporen noch rote 
Farbtrépfchen. 

Bei der Bildung der Oospharen in den Oogonanlagen ist ein ahnlicher 
Vorgang zu beobachten wie bei der Bildung der Zoosporen (s. v.). Die erst 
diffus gefarbte Zentralvakuole, die als Zwickel zwischen die Oosphiaren- 
anlage ragt, verliert zu einem bestimmten Zeitpunkt sehr schnell die Farbe, 
die dann, wenn auch sehr schwer sichtbar, in dem Oosphiaren-Vakuom auf- 
tritt. Zuriick bleibt wiederum eine nicht mehr farbbare Fliissigkeit. 


Auf eine Beobachtung sei noch hingewiesen. Nicht bei diesem Versuchsobjekt 
(Achlya racemosa), wohl aber bei Arten der Gattung Saprolegnia, die Myzel- 
gemmen ausbilden, farbi sich die Membran dieser Gemmen mit basischen Farb- 
stoffen in Abhingigkeit vom pH-Wert, d. h. etwa von pH =3,1 ab bis etwas iiber 
den Neutralpunkt hinaus. Die Hyphenmembran dagegen ist auch nicht anfarbbar. 
Sobald aber die Hyphen anschwellen und sich das Plasma verdichtet, wird die 
Fiarbung sichtbar. In Anlehnung an die Arbeiten von Kinzel (1952, 1953) kann 
man annehmen, dafi sici der Pektingehalt der Membranen andert. Diese Frage 
bedarf einer Nachpriifung. Ebenso fehlen mir aus dieser Zeit die entsprechenden 
fluoreszenzoptischen Untersuchungen. 


b) Fluoreszenzanalyse 


Nach den Untersuchungen von Strugger (1940) wird der basische Vi- 
talfarbstoff Neutralrot nicht nur in den Membranen und Vakuolen von 
Pflanzenzellen gespeichert, sondern auch das Plasma ,,speichert“ diesen 
Farbstoff. Allerdings ist diese ,,Speicherung” so schwach, daf sie nur im 
Fluoreszenzlicht nachweisbar ist, im Hellfeld dagegen nur in Erscheinung 





\ | 





Tab. 3. Vitalfarbung der Gesc 


Erklarung der Farbunge 


Hellfeldanalyse 


___ Oogonanlagen Oosporen __ 


- | Ol 
Mem-| Plas- | Vaku-] Mem-| Plas- | Vaku- tropf- 


b | a | ol bra ) 
bran | ma en ran ma | olen | ‘Gian 


Mem- | Plas- 
bran | ma 





Zeschlechtsorgane mit Neutralrot. 


ngen wie bei Tab. 1 und 2, 


Fluoreszenzanalyse 


Oogonanlagen _ » _ Oosporen = Antheridien 


Tr. Befruch- 
Plasma — tungs- 
schliuche 


Vaku-}| Mem- | Vaku- Ol- Mem- 
olen | bran ] > “ bran | 


Mem- 


> 
bran Plasma | 
| 


(+) 
gelb- - ? . gelb- 
griin ii griin 
(+T) | (+) (+) 
(gold- | gelb- - ‘ 
gelb) griin 


(+T) + 

(gold- | grau- — grau- 

gelb) griin 'griin 

(+T) + + 

(gold- | grau- — grau- - 

gelb) griin griin griin 


(+T) + + (+) Verein- 
(gold- | grau- ~ grau- - grau- 
gelb) | grin 


B74 aii a : % schwach 
_gelb) | griin ii ii 


C40) |. + : 
(gold- | grau- ‘ ae E Befruch- 
i gelb) |_ grin ‘ i 


(+T) | + | + | (+) 
(gold- grau- grau- schliu- 
gelb) | griin iin | 5 griin 


" che 

(+7) | + . (+) igs 
(gold- | grau- é grau- 

| gelb) | grain : _|_srin | : _|_gran 


[ae (+) 

(?T) | grau- ‘ grau- 
| gran | a __|_griin 

zy (+) 

(2? T) grau- : grau- 
= aa See 5 ee | erin 
sate | (+) 

(?T) | grau- : ‘ grau- 
griin i grin 


zelt 


gefirbte 


UdTJIDAUIZ|Ig UOA SuNqgIRJ[e}A ANZ a3Ri}I0 


= tungs- 


sichtbar 











174 H. Johannes 


iritt, wenn sie so stark ist, daR die vorn beschriebenen Schidigungen sicht- 
bar werden. Es gilt nun zu untersuchen, ob auch die im Hellfeld gewonne- 
nen Ergebnisse den Untersuchungen im UV-Licht entsprechen. Dieselben 
Kulturen sind deshalb auch fluoreszenzoptisch auf ihre Farbung untersucht 
worden. Die Ergebnisse habe ich zum besseren Vergleich denen der Hell- 
feldanalyse in denselben Tabellen (Tab. 1—3) gegeniibergestellt. 


Das vegetative Mycel zeigt auch im Fluoreszenzlicht keine Membran- 
farbung (Tab. 1). Die starke Vakuolenfarbung im Hellfeld ist im UV- oder 
Blaulicht nicht zu erkennen, im Gegenteil, die Vakuole erscheint als dunk- 
ler Schatten im immer leicht erleuchteten Gesichtsfeld. Etwas anders ver- 
halt sich aber das Protoplasma. Im Fluoreszenzlicht leuchtet es von pH 6,0 
an sehr schwach gelbgriin auf. Kurz iiber pH = 6,0 (bei pH = 6,14) ver- 
stiirkt sich das Leuchten sehr wenig und wechselt die Farbe nach Grau- 
griin. Im ganzen bleibt die Farbung sehr schwach und erreicht nie die 
Intensitaét anderer Fluorochrome. Diese ,,Plasmafarbung™ bleibt bis in den 
alkalischen Bereich erhalten. Die Kleinheit der Kerne in dem sehr schmalen 
Wandbelag des Protoplasmas |aRt keine Entscheidung iiber ihre Farbung 
zu. Nach den Erfahrungen an anderen Objekten (Strugger 1940; 117 an 
Allium cepa) kann aber angenommen werden, daf auch die Kerne Neutral- 
rot aufgenommen haben. 

Durch Hellfeldbeobachtung und Kontrolle der Plasmastrémung wih- 
rend der Farbungen konnte einwandfrei festgestellt werden, daf alle 
Kurzfarbungen mit Neutralrot iiber pH = 4,5 voéllig inturbant verlaufen. 
Absteigend davon lat die Plasmastrémung merklich nach, um unter 


pH —3 vollkommen aufzuhéren. Allerdings ist diese Wirkung weniger der 
Farbung als der hohen Wasserstoffionenkonzentration zuzuschreiben. Das 
lieBen die ungefarbten Kontrollen erkennen. 


Die Sporangien und Zoosporen folgen im wesenilichen diesem Fiir- 
bungstypus (Tab. 2). Membranfarbung tritt nicht auf. Nur die Trennwand 
des Sporangiums zur Tragerhyphe leuchtet ab pH = 6 goldgelb auf. Uber 
pH =7 ist die Farbung kaum noch zu erkennen. Auch die im Hellfeld 
sichtbare Vakuolenfarbung bleibt im Fluoreszenzlicht unsichtbar. Nur die 
blaue Primarfluoreszenz (P) des Eiweiffes tritt im ganz sauren Bereich 
hervor, solange die Vakuolen noch keinen Farbstoff gespeichert haben. Da- 
gegen scheint das Plasma der sich entwickelnden Sporangien und Zoo- 
sporen in geringem Mae das Neutralrot aufzunehmen, es leuchtet auch 
schwach graugriin. Wegen ihrer Kleinheit sind auch hier die Kerne nicht 
sichtbar. 

Weil die gefarbiten Vakuolen im Fluoreszenzlicht nur als Schatten sicht- 
bar sind, kann man auch nicht die vorn beschriebenen Farbumlagerungen 
bei der Bildung von Zoosporen beobachten. Die Angaben iiber die Beweglich- 
keit der Zoosporen in der letzten Spalte der Tab. 2 gelten sowohl fiir die 
Hellfeldanalyse als auch fiir die Beobachtungen im Fluoreszenzlicht. 


Die Geschlechtsorgane schlieften sich auch den schon beschriebenen 
Farbungsbildern an (Tab. 3). Mit steigendem pH-Wert ab pH = 4,24 be- 
ginnt ein sehr schwaches Aufleuchien des Plasmas in den Oogonanlagen, 
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den Oosporen und den Antheridien. Uber eine Kernfarbung in diesen Or- 
ganen kann aber auch hier nichts ausgesagt werden. Die gefarbten Va- 
kuolen sind hier ebenfalls nicht zu erkennen, denn einmal ist der Plasma- 
wandbelag in den Oogonanlagen zu dick, so daft nur in einigen Fallen der 
Schatten der Zentralvakuole sichtbar wurde, und das andere Mal ist das 
Vakuom der Oosporen und Antheridien zu klein, um erkennbare Schatten 
zu werfen. Deshalb ist auch die blaue Primarfluoreszenz unterhalb pH = 4,24 
im ersten Fall schlechter zu sehen und im zweiten Fall nicht eindeutig er- 
kennbar. Dagegen leuchten die Oltrépfchen der reifen Oosporen im stark 
sauren Bereich in starker blauer Primarfluoreszenz. Oberhalb pH = 4,24 
miiRte man auf Grund bisheriger Erfahrungen eine Speicherung des Neu- 
tralrots in den Oltrépfchen annehmen. Im Hellfeld war aber nichis zu er- 
kennen, und im Fluoreszenzlicht kann die Frage nicht eindeutig entschie- 
den werden. 

Wahrend die Membranen der Oogonanlagen und der Antheridien auch 
im Fluoreszenzlicht keine Farbstoffspeicherung zeigen, heben sich die weni- 
gen Tiipfelmembranen auf den Oogonanlagen durch eine starke goldgelbe 
Fluoreszenz hervor. Der fluoreszenzanalytische Nachweis der ‘liipfelmem- 
branen und damit iiberhaupt der Tiipfel wird eine wichtige Untersuchungs- 
methode bilden, da bei vielen Arten der Saprolegniaceen bisher keine 
Tiipfel gefunden wurden oder nur schwer erkennbar sind. Eine Unter- 
suchung im behelfsmaBigen Blaulichtmikroskop mit einer Neutralrotlésung 
in Leitungswasser wird geniigen, um die Frage bei kritischen Arten zu 
klaren. In einigen Fallen wird daher eine Revision der systematischen Glie- 
derung notwendig, wie ich in einer spiteren monographischen Bearbeitung 
der Saprolegniaceen zeigen werde. 

Soweit Befruchtungsschlauche ausgebildet waren, lassen sie sich durch 
ihre — wenn auch sehr schwache — ,,Plasmafarbung“ deutlich erkennen. 
Ein Ubertritt der Kerne konnte aber bisher in vitro mit Neutralrot nicht 
beobachtet werden. 

Zusammenfassend laRt sich also feststellen, da die Farbungen mit 
Neutralrot sich den bisher bekannten Fiarbungsmechanismen auch bei 
Achlya racemosa unierordnen lassen. Im Gegensatz zu Phycomyces tritt 
aber keine Membranfiarbung beim Mycel, den Sporangien und Zoosporen, 
den Oogonanlagen, Oosporen und Antheridien auf. Lediglich die Oosporen- 
membranen zeigen eine noch ungeklirte Farbspeicherung zwischen pH — 6.0 
und pH =7,0. Die Farbung der Tiipfelmembranen (als Gametangienmem- 
branen) entspricht auch den Erfahrungen an Phycomyces und Basidiobolus. 
Der sehr schnelle und eindeutige Nachweis von Tiipfeln im Blaulicht hat 
fiir die Systematik entscheidende Bedeutung. 


Il. Die Ergebnisse der Farbungen mit Akridinorange 


a) Hellfeldanalyse 


Da die Speicherung des Akridinorange im Hellfeld nur sichtbar ist, 
wenn das Akridinorange so stark aufgenommen wird, da Schaidigungen 





176 H. Johannes 


auftreten, wird von ihrer Darstellung hier abgesehen. Als ausgesprochenes 
Fluorochrom ist nur die Analyse im Fluoreszenzmikroskop von Bedeutung 


b) Fluoreszenzanalyse 
1. Kurzfarbungen und Sofortuntersuchung 


Mit dem Ausdruck ,Sofortuntersuchung“ bezeichne ich alle Farbungs- 
bilder, die unmittelbar im Anschlu8 an ,,Kurzfarbungen“ gewonnen wur- 
den, im Gegensatz zu den Bildern nach ,,Langfarbungen“. .Kurzfairbun- 
gen“ kénnen bis zu 36 Min. dauern, alles dariiber gehért zu den ,,Lang- 
farbungen“ (vgl. Johannes 1950; 22 ff.). Untersucht wurden Akridinorange- 
Lésungen 1 : 10.000 mit pH-Werten von pH = 2,31 bis pH = 10,8. Die Er- 
gebnisse sind in Tab. 4 iibersichtlich dargestellt. 

Das vegetative Mycel. Enisprechend allen bisherigen Erfahrungen 
mit basischen Farbstoffen tritt niemals eine Membranfarbung auf. Im In- 
neren dagegen wird das Akridinorange schon bei pH = 2,31 sichtbar, aller- 
dings ist es nur mit sehr guter Optik als graugriine Fluoreszenz nachweis- 
bar. Aber schon um pH = 4.0 verstirkt sich die Farbung, um ab pH — 6,0 
deutlich griin zu erscheinen. Dieser Bereich entspricht etwa dem Entladungs- 
punkt (EP) der farbbaren Plasmakolloide (soweit man bei diesen von einem 
Punkt sprechen kann), denn dieser Bereich wurde bereits friiher mit an- 
deren Farben (Berberinsulfat und Kaliumfluoreszein) gefunden (Johan- 
nes 1939; 87, Tab. 8). Das griine Protoplasma la&t im sauren Bereich gut 
feinste Struktur erkennen. Diese Struktur verandert sich aber von 
pH =6,0 ab, sobald auch die Vakuole die Farbe speichert und mit leichter 
Vakuolenkontraktion antwortet. Besonders deutlich heben sich im sauren 
Bereich zwischen pH =3,18 und pH=5,79 Kerne aus dem Cytoplasma 
ab, weil sie sich in diesem Bereich intensiver anfarben als das sie um- 
gebende Plasma. Sie sind noch einmal deutlich zwischen pH = 6,27 und 
pH —6,8, denn hier nehmen sie so stark das Akridinorange auf, daf sie 
fast rein gelb werden. Aus friiheren Untersuchungen an Kernen von Phyco- 
myces ist anzunehmen, daff diese Farbspeicherung bis gelb nicht ohne 
Schidigungen ist, obwohl es scheint, da& die Hyphen normal weiterwach- 
sen. Neben Plasma- und Kernfarbung erkennt man aber schon von etwa 
pH —5,0 ab eine anfangs leichte diffuse rétliche Vakuolenfarbung. Sie ist 
aber nur dort zu sehen, wo die Vakuole sehr dick ist, also eine verhialtnis- 
mafRig dicke Farbschicht vorliegt. Die Vakuolenfarbung verstarkt sich zum 
alkalischen Bereich hin und ist iiber pH = 6,0 etwa gleich intensiv kupfer- 
rot. Mit dieser starken Speicherung geht aber eine sich verstarkende Va- 
kuolenkontraktion einher. Ehe die Vakuole aber Farbe speichert, leuchtet 
sie blau in der Primarfluoreszenz ihrer Eiweife (P). Uber pH =8,8 nimmt 
die Plasmastrémung schnell ab und hért um pH=10,0 ganz auf. Auch 
hier bedeutet die Sistierung der Plasmastrémung eine starke Schadigung 
durch den Farbstoff. Im sauren Bereich dagegen hort die Plasmastrémung 


auf, weil nicht die Farbe, sondern die hohe cH zu Schaden Anlaf gibt. 


Die Sporangien und Zoosporen. Die Sporangien verhalten sich wie das 
vegetative Mycel. Eine Membranfarbung tritt nur an der Trennwand zur 
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Tragerhyphe auf, wie das bei der Farbung mit Neutralrot vorn beschrieben 
wurde. Wegen der starken Plasmaansammlung sind aber die Kerne nicht 
oder sehr selten zu erkennen, ebenso verschwinden sie wieder im alkali- 
schen Bereich, weil Kerne und Cytoplasma in derselben Intensitaét auf- 
leuchten. Einwandfreie Kernteilungen konnte ich nicht nachweisen, obwohl 
oft Bilder vorhanden waren, die darauf hindeuteten. Zwar soll man die 
Chromosomen mit Akridinorange vital farben kénnen, ohne den Kern- 
teilungsvorgang wesentlich zu stéren (Strugger 1940), bei der Kleinheit 
der Chromosomen und ihrer geringen Zahl wird aber nie eine Entscheidung 
mit Sicherheit gefallt werden kénnen. Das Protoplasma der Sporangien 
scheint aber gegeniiber dem Akridinorange viel empfindlicher zu sein, be- 
sonders vor der Reife. Schon kurz unter pH = 8,0 farben sich Plasma und 
Kern gelbgriin, gelb und endlich gelborange. Die Kerne zeigen diese Farb- 
stufen vielfach um eine pH-Stufe eher als das Cytoplasma. Zumindest ist 
also der pH-Bereich iiber pH = 7,5 fiir die sich entwickelnden Sporangien 
gefahrlich. Er wurde in Tab. 4 durch dickere Umrandung kenntlich gemacht. 

Die Vakuolen der Sporangien sind eigentlich nur so lange deutlich zu 
sehen, solange sie als Zentralvakuolen bestehen, sie leuchten dann in blauer 
Primarfluoreszenz im sauren Bereich und orange bis kupferrot im alkali- 
schen Bereich. Je weiter die Zoosporen heranreifen, desto schwerer ist die 
Vakuole zu erkennen. Sie wird klein, leuchtet folglich weniger, und das 
Plasma der groéfer werdenden Zoosporen tritt intensiver hervor und ver- 
drangt endlich den Rest an Vakuolen. Die bei der Neutralrotfarbung im 
Fluoreszenzlicht als Schatten sichtbaren Vakuolen waren dort besser zu 
sehen, weil sie den Kontrast zu den Zoosporeninitialen besser betonten. 
Aber wie dort ist auch hier zu beobachten, da plotzlich jeder Farbstoff 
aus den Vakuolen verschwindet und als Trépfchen im Vakuom der Zoo- 
sporen wieder erscheint. 

Die Zoosporen verhalten sich im Grunde genau wie die vegetativen 
Hyphen: Plasma- und Kernfarbung in denselben pH-Bereichen, ebenso die 
Vakuolenfarbung, die allerdings iiber etwa pH = 7.0 nur selten diffus ist, 
sondern die ,,Trépfchenspeicherung* zeigt. Es tritt hier sehr schnell eine 
Entmischung ein. Als nicht umhautete Plasmakugeln sind die Zoosporen 
bis zur Zeit der Reife sehr empfindlich gegen die Vitalfarben. Im sauren 
Bereich bis etwa pH = 4,2 sterben sie ab und das Plasma farbt sich einheit- 
lich kupferrot. Ebenso zeigt das Plasma bereits um pH — 7,9 Schadigungen. 

Die Schiadigungen scheinen aber schon friiher aufzutreten, denn bereits 
um pH = 7,3 herum heben sich die Kerne — je Zoospore ein zentral liegen- 
der Kern — deutlich gelb bis orange heraus. Diese schadigenden pH-Be- 
reiche sind in der Tab. 4 durch starkere Umrandungen hervorgehoben 
worden. Innerhalb dieser Bereiche erfolgt auch keine Enileerung der reifen 
Zoosporen, auch schwarmen und keimen sie nicht aus, wenn sie schon ent- 
leert sind. Bekanntlich ist bei Acilya racemosa das erste Schwirmstadium 
weitgehend reduziert, es besteht nur noch aus dem Auspressen der Zoo- 
sporen aus dem Sporangium, vor dem sie sich in einem Haufen ansammeln. 
Wiahrend dieser Ruheperiode, die je nach den AuRenbedingungen 5—30 Min. 
dauert, encystieren sich die Zoosporen, um dann wieder auszuschwirmen. 
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Das zweite Schwiarmstadium unterscheidet sich im Farbungsmodus in 
keiner Weise von den reifen Sporen im Sporangium oder den Zoosporen 
beim Schliipfen. Die Sporenhaute farben sich nicht, weder in der Zeit, wo 
sie noch den Plasmaleib enthalten, noch spiater, wenn sie als leere Hiille 
an der Sporangienmiindung liegenbleiben. 

Freischwimmende Zoosporen, die innerhalb des Bereiches von etwa 
pH =5,0 bis pH=7,0 gefarbt wurden, legten dasselbe Verhalten wie 
encystierte Zoosporen an den Tag. Noch Stunden nach dem Auskeimen ist 
Plasma-, Kern- und Vakuolenfarbung nachweisbar. Wie ich aber friiher 
schon zeigen konnte (Johannes 1950; 18), sind mit Akridinorange vital- 
gefarbte Zellen sehr empfindlich gegen Bestrahlung, besonders mit kurz- 
welligem Licht. Im Dunkeln wachsen sie normal weiter, sie erleiden aber 
im Licht ahnliche Nekrosen wie das Keimmycel von Phycomyces. 


Die Geschlechtsorgane. Bei der Betrachtung der Farbungen der Sexual- 
organe seien folgende Gruppen unterschieden: Oogonanlagen, die Oosporen 
und die Antheridien. 

Die Oogonanlagen folgen den bisher beschriebenen Fiarbungstypen: 
keine Membranfarbung, sichtbare .,Plasmafarbung“ zu erkennen. Im sauren 
Bereich schwach graugriin, spater griin und im stark alkalischen Bereich 
gelb bis orange. Kerne sind nicht zu sehen. Ob die Oltrépfchen der Oosporen 
Farbe gespeichert haben, ist anzunehmen, aber nicht zu entscheiden. Aus- 
gesprochen deutliche Membranfarbung trat sonst nie ein. 

Die Oosporen eines Oogons leuchten in den einzelnen Bereichen nicht 
immer gleichmafig und gleichfarbig auf. Stets befinden sich unter den 
zwei bis fiinf Oosporen eine oder mehrere, die homogen kupferrot oder 
orange bis gelblich gefarbt sind. Nach allen bisherigen Erfahrungen an 
Pilzen mit Akridinorange kann man schlieRen, daf also nicht alle Oosporen 
noch dieselbe ,,Keimfahigkeit“ haben werden. Beweise dafiir fehlen aller- 
dings noch. Feststeht aber, da kupferrot gefarbte Oosporen schon an der 
Struktur erkennen lassen, daf sie tot sind. Auch orange gefiarbte Oosporen 
haben eine etwas andere Plasmastruktur als ungefarbte Oosporen. Nach 
Erfahrungen an keimenden Sporen von Phycomyces (Johannes 1950; 23) 
miiften auch noch die gelb gefarbten Oosporen zu den ,,geschadigten* oder 
»primar nicht keimungsfahigen* Organen zu rechnen sein. Gelegentliche 
Beobachtungen an den keimenden Oosporen gefarbter Kulturen liefen nie 
mit Sicherheit erkennen, daf noch Farbstoff enthalten war. In der langen 
Zeit von 60—70 Tagen wurde sicher die Farbe weitgehend abgegeben; zu- 
mindest zeigen aber die Farbungen, daR die Oosporen eines Oogons ein- 
ander physiologisch nicht gleichwertig sind. 


Die Antheridien folgen ganz dem Farbungstypus der Zoosporen. Sie 
sind ebenfalls sehr empfindlich und zeigen ganz deutlich im stark sauren 
und stark alkalischen Bereich Nekrosen. Auch diese Bereiche wurden in 
Tab. 4 durch stirkere Umrandung hervorgehoben. Befruchtungsschlauche 
habe ich oft beobachtet, zwischen pH = 5.0 und 7,0 war ihr Plasma griinlich. 
soweit sie sich noch nicht entleert hatten. Auch ihre Membran farbte sich 
nicht. Kerne konnte ich nicht mit Sicherheit feststellen. 


13* 
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In friiheren Untersuchungen (Johannes 1939; 100, und 1941; 183) er- 
gab sich eine unterschiedliche Farbung der Oogonien und Antheridien. Ein- 
mal (1939) handelte es sich um saure und basische Farbstoffe und das 
andere Mal (1941) um einen Farbstoff, der nur auf Grund seiner Lipoid- 
léslichkeit aufgenommen wurde (Rhodamin B). Um diesen Unterschied der 
Geschlechter sichtbar zu machen, eignet sich das Akridinorange nicht. Es 
ist schon in solchen geringen Spuren im Plasma nachweisbar, da man 
keinen Unterschied zwischen Oogonien und Antheridien (auch wegen der 
nicht vergleichbaren ,,Objektdicke*) machen kann. Da auch noch die Mem- 
branfarbung der Saprolegnien wegfallt, kénnen die Geschlechter auch nicht 
wie bei Phycomyces (Johannes 1939) unterschieden werden. 


2. Langfarbungen 


Bei den .,Kurzfarbungen* und ,Sofortuntersuchungen“ lieRen sich zwar. 
einzelne Farbungstypen herausschilen, die unseren bisherigen Vorstellun- 
gen iiber die Aufnahme basischer Farbstoffe entsprechen, doch waren die 
Farbungsbilder gerade im Plasmawandbelag so wechselnd — sowohl in 
bezug auf die Intensitét als auch auf die Farbténung —, daf sie nicht 
allein mit .,physiologischen* Unterschieden erklart oder abgetan werden 
kénnen. Bei der Farbung und Beobachtung ganzer Kulturen besteht daher 
die Gefahr, da die beobachteten Hyphen durch Druck oder Knickung 
mehr oder weniger geschadigt sind und daf man bei einer Nachkontrolle 
nur in den seltensten Fallen dieselben Hyphen wiederfindet. Auch 
die Durchmusterung aller Hyphen ist nicht méglich. Priift man dann das 
Wachstum nach einigen Tagen, so besteht auch hier keine Gewifheit, da 
1. alle Hyphen bei ,.Kurzfarbungen“ dieselben Farbstoffmengen erhielten, 
also auch denselben ,Farbungstypus* aufwiesen, und 2. dieselben beob- 
achieten gefarbten Hyphen wirklich einen neuen Zuwadhs zeigten. Ge- 
rade aber die Farbungsméglichkeiten lebenden Protoplasmas sind von sol- 
cher Wichtigkeit. da nur eine andere — einwandfreiere — Methodik diese 
Fragen klaren kann. 

Ich ging folgendermafen vor: Ganze Kulturen wurden in Petrischalen 
mit mehreren Wiederholungen in gepufferten Lésungen verschiedener pH- 
Werte aufgezogen. Die Halfte der Kulturen blieb ungefiarbt, wahrend den 
anderen Akridinorange im Verhaltnis 1 : 500.000 zugesetzt wurde. Zu den 
einzelnen Versuchsreihen verwandte ich sehr junge — meist 24 Stunden 
alte —. gerade angewachsene Kulturen derselben Ausgangskultur. Es war 
meist nur ein feiner, etwa 3 mm langer Hyphenkranz um den Kéder herum 
erkennbar. Zur Untersuchung wurde der Kéder mit der Adilya nicht dem 
Medium entnommen und auf einen Objektirager gebracht, sondern die 
Kuliurfliissigkeit in den Deckel der Schale soweit abgegossen, daf die 
Kultur in der Mitte der Schale festlag und mit Wasserimmersionen be- 
obachtet werden konnte. Jede Schadigung des Pilzes durch Druck oder Um- 
setzen war ausgeschlossen. Die Untersuchung fand taglich statt und wurde 
bis zu 14 Tage lang ausgedehnt. Die Ergebnisse sind in Tab. 5 zusammen- 
gefaft. Da keine Membranfarbung auftrat und die Kernfarbung auch recht 
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problematisch erschien, wurden sie nicht in die Tabelle aufgenommen. 
Wichtig erschienen vor allem ,,Plasmafarbung* und Vakuolenfarbung. 


1. Sofort nach dem Ansetzen der Kulturen, d. h. nach etwa 1 Stunde 
Farbezeit, wurde das Farbungsbild festgelegt. Es zeigten sich die vorn 
beschriebenen Farbungsbilder einer ,,Sofortuntersuchung“ von ,,Kurzfar- 
bungen“. 

Protoplasma: graugriin im sauren Bereich bis etwa pH —6. AnschlieRend 
zum alkalischen Bereich hin sich steigernde Griinfluoreszenz, die in eini- 
gen Hyphen bis Gelb umschlug. 

Im extremen Bereich oft Plasmoptysen mit ausgetretenem ,kupfer- 
rotem* Plasma und allen Ubergangen iiber Orange, Gelb, Griin bis zum 
Graugriin. 

Der Gesamteindruck war der einer schwachen Farbung. Unterhalb 
von pH —6 ist die graugriine Farbung sehr schwer zu erkennen und 
wird als reine Imbibitionsfarbung (J) gekennzeichnet. 

Vakuom: Auch etwa bis pH = 6 im sauren Bereich blaue Primirfluoreszenz 
(P). Von da ab sich steigernde diffuse Rotfarbung, die etwa ab pH =7 
gleiRend kupferrot wurde. Mit steigender Alkalinitaét zunehmende Va- 
kuolenkontraktion. 

In jede Petrischale wurden nach der Untersuchung drei nicht infizierte 
Kéder freischwimmend eingelegt, um zu priifen, wann sie durch Zoosporen 
befallen werden und wie sich diese jungen Tochterkulturen verhaliten. 


2. Die Kontrolle nach 1 Tag ergab im wesentlichen dasselbe Bild wie 
am ersten Tage. Die Farbung des Protoplasmas erschien hin und wieder 
etwas schwicher. 


3. Die Kontrolle nach 3 Tagen hat ein anderes Bild: 

Protoplasma: Unter pH =3 und iiber pH =9 waren die Hyphen abge- 
storben, stark kollabiert, das Plasma koaguliert und in allen Farbténen 
von Rotlich bis Graugriin gefiarbt. 

Die Imbibitionsfarbung blieb bis etwa pH =5 oder 6 bestehen. Die 
aber am 1. und 2. Tag beobachtete griine Fluoreszenz hatte erheblich 
abgenommen. In dem pH-Bereich zwischen pH = 6—7,5 (8) hatten sich 
Sporangien gebildet, die wegen der stirkeren Plasmaansammlung auch 
etwas intensiver gefarbt erschienen. 

Vakuom: Aufer unter pH =3 war bis etwa pH = 5 oder 6 die blaue Pri- 
marfluoreszenz (P) erhalten geblieben. Zum alkalischen Bereich hin aber 
war die diffuse Rotfluoreszenz verschwunden. Im Vakuom war der Farb- 
stoff in Form kleiner kupferroter Trépfchen (Tr) verteilt. Diese Vakuo- 
len zeigten keine Primarfluoreszenz. 

Tochterkulturen: Nur zwischen pH = 5—7 vorhanden. Es ist weder eine ein- 
wandfreie Plasmafirbung noch eine Farbspeicherung im Vakuom zu 
erkennen. 

4. Die Kontrolle nach 4 Tagen entsprach im wesentlichen dem Ergeb- 
nis nach 3 Tagen. 

5. Die Kontrolle nach 5 Tagen zeigt: 
Protoplasma: Unter pH =3 und iiber pH =9 Hyphen tot. Dariiber bis 
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pH = 5—6 typische Imbibitionsfarbung (J). Weiter zum alkalischen Be- 
reich starke Abnahme der .,Farbung“. Man méchte sie der Imbibitions- 
firbung gleichsetzen. Auch Sporangien und Oogonanlagen erscheinen 
kaum intensiver gefarbt. Tote und geschadigte Hyphen sind am Habi- 
tus und an der starkeren Farbung erkennbar. 

Vakuom: Primiarfluoreszenz bis etwa pH = 5—6, doch anscheinend schwa- 
cher. Sonst ,,Trépfchenspeicherung“, aber auch diese hat deutlich ab- 
genommen, d. h. es sind weniger und kleinere .,Trépfchen“ geworden. 

Tochterkulturen: Auch zwischen pH = 6—7 noch Kulturen angegangen. 
Weder Plasmafarbung noch Vakuolenspeicherung sind zu erkennen. 

6. Die Kontrolle nach 6 Tagen zeigt: 

Protoplasma: Unter pH =3 und iiber pH =9 Hyphen tot. Im iibrigen 
pH-Bereich nur Imbibitionsfarbung (J). 

Vakuom: Schwache Primiarfluoreszenz (P) bis pH =5 oder 6. Diffuse und 
»lTropfen“-Speicherung vollstandig verschwunden, an ihre Stelle tritt 
aber nicht die Primarfluoreszenz. 

Tochterkulturen: Im Bereich von pH = 5—8 angegangen, z. T. (pH = 5—6) 
beginnende Sporangienbildung. Keinerlei Farbung! 

7. Die Kontrolle nach 7 Tagen ergibt das vortagige Bild. 
8. Die Kontrolle nach 8 Tagen zeigt: 

Protoplasma: Unter pH =3 und iiber pH =9 Hyphen tot. Im iibrigen 
pH-Bereich nur Imbibitionsfarbung (J). 

Vakuom: Keinerlei Farbspeicherung mehr erkennbar. Auch die Primar- 
fluoreszenz im sauren Bereich ist fast vollstandig verschwunden. 

Tochterkulturen: Fast so grof wie alte Kulturen, im Bereich pH =5—6 gut 
entwickelt und fruktifizierend. Zwischen pH = 6—7 etwas und zwischen 
pH = 7—8 stark in der Entwicklung zuriick. 

9. Die Kontrollen nach 9—14 Tagen dnderten das Bild nicht mehr. 

Aus den Ergebnissen der vorstehenden Reihenuntersuchungen, die in 
den Jahren 1944, 1945, 1947, 1948, 1949 und 1952 mit gleichem Erfolg wie- 
derholt wurden, ergeben sich somit sehr wichtige Hinweise auf die Mechanik 
der Speicherung des Fluorochroms Akridinorange und anderer basischer 

Farbstoffe, die im nachsten Abschnitt diskutiert werden sollen. 


D. Besprechung der Ergebnisse 


Schon in einer friiheren Arbeit (Johannes 1950) konnte ich an Hand 
von Versuchen wahrscheinlich machen, daf sich das Protoplasma nicht 
vital im Sinne einer Speicherung anfarben lat. Jede Ionenadsorption im 
Plasma, die sich an den gelbgriinen, gelben, orangeroten oder gar kupfer- 
roten Farbténen bei Akridinorange erkennen aft, bedeutet eine starke 
Beschwerung lebenswichtiger Carboxylgruppen, so daf das Plasma nach 
kiirzerer oder langerer Zeit abstirbt. Die Verainderung bis zur Schadigung 
ist auf alle Falle schon von schwach gelblichen Farbténen ab irreversibel. 
Auch jede Bindung von Farbstoffmolekiilen an Plasmalipoide bedeutet 
einen Eingriff in die Lebensfahigkeit. So konnte Hofmeister (1948) 





184 H. Johannes 


zeigen, daf sich nach Farbung mit Chrysoidin die Permeabilitiit des Proto- 
plasten fiir verschiedene Stoffe erheblich andert. Doch verschwindet diese 
Wirkung des Chrysoidins vollkommen, wenn der Farbstoff durch Wan- 
derung wieder aus dem Plasmagefiige verschwunden ist. Diese Verinde- 
rungen durch die lipophilen Bindungen eines Farbstoffes sind also rever- 
sibel. 

Die vorliegenden Versuchsergebnisse gestatten uns noch einen weiteren 


Einblick in die Mechanik der Farbstoffspeicherung. 


1. In den gepufferten Farblésungen von Akridinorange farben sich die 
Vakuolen der Acilya von einem pH-Bereich ab. von dem wir wissen, daf 
die Dissoziation der Farbe ausklingt und statt dessen mehr Farbmolekiile 
zur Verfiigung stehen. Die anfangs diffuse Rotfarbung der Vakuolen deutet 
auf eine Anreicherung von Farbionen hin. Um Héfler (1947) zu folgen, 
hat die Achlya racemosa also .leere“ Zellsafte, d. h. Zellsafte mit verhalt- 
nismaRig wenig zelleigenen Speicherstoffen (Lipoiden?). Mit dem Auftreten 
und der Zunahme von Farbmolekiilen im AuRenmedium tritt eine Wande- 
rung dieser Molekiile in die Vakuolen ein. sie permeieren. Dabei benutzen 
die Molekiile nur .lipoide* Wege, d. h. man nimmt an, daf{ Plasmalemma 
und Tonoplast durch lipoide Kanale miteinander verbunden sind, daf also 
eine kontinuierliche Lipoidbriicke aufen/innen besteht. Eine unmittelbare 
Beeinflussung des Plasmas findet dabei anfangs nicht stati. wenigstens 
nicht, solange das Gefialle aufen/innen aufrechterhalten bleibt. Erst nach 
Absattigung der Vakuolen treten dann Farbmolekiile aus den Lipoid- 
briicken ins Plasma iiber und rufen die oben genannten Veranderungen 
oder Schadigungen hervor. Die Permeation der Farbmolekiile kann man 
sich bis zur Konzentrationsgleichheit Aufenmedium/Vakuole vorstellen. In 
der Vakuole herrscht nun aber eine saurere Reaktion als aufen. so daf die 
permeierten Farbmolekiile dissoziieren, somit wird also fiir die Molekiile 
stets ein Konzentrationsgefalle von auRen nach innen aufrechierhalten. 
Dieses Gefalle ist um so gréRer, je saurer der Zellsaft ist. wenn das AuRen- 
medium immer alkalischer wird. Von allen ..Kurzfarbungen“ und .,Sofort- 
untersuchungen* .leerer“ Zellsifte sind diese Bilder bekannt. Vielleicht 
wird in unserem Falle durch die .,Bindung* der Farbionen — von denen 
wir ja nur das Kation als Farbtrager basischer Farbstoffe sehen konnen — 
an die Fettsauren deren kolloidaler Charakter verandert, weil ihre Ladun- 
gen durch Adsorption der Ionen abgesattigt werden. Sie entmischen sich. 
Damit wandelt sich die diffuse Vakuolenfarbung in eine ..lrépfchenspei- 
cherung™. Das zeigen die Versuchsreihen etwa vom 2. und 3. Tag ab. Eine 
weitere Aufnahme von Farbmolekiilen erfolgt nicht, da inzwischen alle 
verfiigbaren Feitsduren mit Farbionen abgesattigt sind. Aber auch dieser 
Zustand der ,,Trépfchenfarbung“ wird nicht beibehalten. Die Versuche 
zeigen eindeutig, daB vom 5. Tag ab sowohl die Zahl als auch die GréRe 
der Farbirépfchen abnimmt. Dafiir kénnte man folgende — wenn auch 
sehr hypothetische — Erklarungen geben: 


a) Aus der elektroadsorptiven Bindung wird eine chemische noch unbekannter 
Natur. Mit einer solchen schwachen Bindung geht aber die den Farbionen 
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eigene Fihigkeit zur Fluoreszenz verloren. Sie sind also noch im Zellsaft ent- 
halten, uns fehlt nur eine Methode, um sie zu erkennen, 

b) Aus der elektroadsorptiven wird wiederum eine chemische Bindung, damii 
ist der Ionen-Charakter aufgehoben und die .,Fettséuren-Farbmolekiile” kénnen 
in das Aufenmedium permeieren auf Grund des nun herrschenden Gefilles 
innen/aufen. Auch in diesem Falle sind sie nicht mehr erkennbar. Wenn die Farb- 
molekiile wieder als solche austreten wiirden, miifte dies durch laufende Mes- 
sungen der Farbkonzentration in den Kulturschalen nachzuweisen sein. Wohl ist 
nach dem Einsetzen der Mycelien in die Petrischalen ein sofortiger Riickgang der 
Farbkonzentration photometrisch festzustellen, doch steigt die Kurve in den niadch- 
sten Tagen nicht wieder an, sondern zeigt nach dem ersten steilen Abfall dauernd 
einen weiteren schwachen Abfall. Der Abfall wird um so starker, je héher der 
pH-Weri liegt. Es findet hier sowohl ein Ausflocken der Farbmolekiile als auch 
eine Adsorption an den Glaswanden der Schalen statt. Diese Menge kann und 
wird der Gré8enordnung nach die zu erwartenden Mefwerte iiberdecken, 

In beiden Fallen sind aber die Stoffe, die eine Speicherung in der Vakuole 
iiberhaupt erst erméglichen, weil sie das Konzentrationsgefille aufrechierhielten. 
nicht mehr oder doch nicht mehr in ihrer urspriinglichen Form vorhanden. Jetzi 
kann im Innern der Vakuole maximal nur eine Farbkonzentration wie im Aufen- 
medium herrschen. Normalerweise bleibt die Konzentration im Innern aber doch 
unter der des AuBenmediums, Eine Farbung ist damit nicht erkennbar. 


2. Die ungefarbten Vakuolen besitzen in allen pH-Bereichen eine aus- 
gesprochen deutliche blaue Primarfluoreszenz. Diese zeigen auch die Va- 
kuolen von Adilya, die zwar in Farblésungen liegen, aber unterhalb des 
pH-Bereiches, in denen eine Vakuolenfarbung auftritt. Nach der diffusen 
Vakuolenfarbung, ihrer Entmischung zu Trépfchen und deren Verschwin- 
den bleibt aber die Vakuole fluoreszenzoptisch leer. Daraus laft sich viel- 
leicht schlieRen, daB die Primarfluoreszenz von den Inhaltsstoffen stammt. 
die einmal die Farbspeicherung erméglichen und die nun — wie vorn ge- 
sagt — aus dem Zellsaft permeieren oder durch die chemische Veranderung 
auch (wie die Farbkationen) ihre Fluoreszenzeigenschaft verloren. Unge- 
klart bleibt vorerst noch, weshalb auch in den Vakuolen, die nicht sichtbar 
den Farbstoff speicherten, die Primarfluoreszenz etwa mit dem 6. Tag nach- 
iaBt und dann spiter aufhért. Oder sollten hier noch Stoffe aus dem Kultur- 
medium permeieren, die wir nicht kontrollieren kénnen und die eine Ande- 
rung (Entmischung?) der Kolloide im Zellsaft bewirken? 


3. In den Versuchsreihen ist auffallig, da sich jeder Neuzuwachs an 
Hyphen der ersten Ausgangsrasen und alle Hyphen der Tochterkulturen 
nicht sichtbar farben, obwohl sie in den gepufferten Farblésungen wachsen. 
Ausgenommen sind die absterbenden oder abgestorbenen Hyphen, von 
denen aber in den Tochterkulturen kaum eine vorhanden ist. Auch hier 
kann man zwei Wege vermuten: 

a) Entsprechend den Erérterungen unter 1 beginnt ja schon mit der 
Anlage der Tochterkulturen eine Farbspeicherung in den Vakuolen, soweit 
sie in pH-Bereichen oberhalb von pH = etwa 5 wachsen. Es werden also 
hier die vorn gezeigten Veranderungen — diffuse Vakuolenfarbung. Trépf- 
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chenspeicherung, Verschwinden der Trépfchen —- vor sich gehen. Das ge- 
schieht aber schon zu einer Zeit, wo man vom extramatrikalen Mycel noch 
wenig sieht. Der Farbe- und Entmischungsvorgang ist also lingst abge- 
schlossen, wenn man bei der Fluoreszenzkontrolle die aus dem Kéder her- 
auswachsenden Hyphen betrachtet. 

b) Eine weitere Erklarung wire die folgende: Diese Art der Sapro- 
legnien ist dafiir bekanni (s. d. Einleitung), daf sie Habitate mit einer 
weiten pH-Spanne bevélkern kann, es ist eine der ,,panaciden“ Arten. Man 
kénnte vermuten, daf sich diese Art bei der Kultur in den gepufferten 
Kulturmedien mit und ohne Farbe dem jeweiligen pH-Milieu angleicht, daf 
sich also vor allem der Zellsaft auf die neuen pH-Verhiltnisse einstellt. 
Setzt man diese Fahigkeit voraus, dann miiftte letzten Endes eine Anderung 
der cH des Zellsaftes experimentell nachweisbar sein. Es miifte sich der 
Umschlagsbereich Membran/Vakuole — denselben Farbstoff vorausgesetzt 
— auf der pH-Skala verschieben. Fiir den vorliegenden Fall hieBe das, der 
Beginn der Vakuolenfarbung miiBte sich vom pH = 35 nach oben oder unten 
merklich entfernen. Das konnte aber in keinem Fall nachgewiesen werden. 

Es wurden zu diesem Zweck Achlya-Kulturen fiir langere Zeit auf Kédern in 
Petrischalen bei verschiedenen pH-Werten kultiviert. Eine Fairbung mit Akridin- 
orange bei verschiedener cH ergab aber immer wieder denselben Bereich von etwa 
pH = 5, in dem in der Vakuole eine Farbspeicherung sichtbar wurde oder in dem 
eine Vakuolenkontraktion anzeigte, daf die Farbaufnahme einsetzt. 


4. Bei allen ,,Sofortuntersuchungen* — nicht bei den ,,Langfarbungen“ 
— ist eine Plasma- und Kernfarbung deutlich zu sehen. Sie zeigt dabei kein 
sehr intensives Leuchten, doch ist es stirker als bei einer reinen Imbibitions- 
farbung. Der Farbton bewegt sich zwischen Griin und Gelblich-hellgriin, 
abgesehen von den stark sauren Bereichen, in denen eine echte Imbibitions- 
farbung am kaum wahrnehmbaren graugriinen Farbton kenntlich ist. Diese 
Farbung hat folgende zwei Griinde: 

a) Geht man von der Tatsache aus, daf das Protoplasma der Aufnahme 
dissoziierter Stoffe einen erheblichen Widerstand entgegensetzt und die 
Farbmolekiile in die Vakuolen permeieren, so wird eine Farbung des 
Plasmas nur eintreten kénnen, wenn die Vakuole bereits abgesiattigt ist, 
wenn auf Grund ihrer cH kein Gefialle aufen/innen besteht oder das 
Plasma besonders reich an Lipoiden ist. In dem Bereich zwischen pH = 5—6 
ist die Vakuole auf Grund ihrer cH nicht in der Lage, die Farbmolekiile zu 
speichern®. Eine sehr leichte Vakuolenkontraktion deutet aber darauf hin, 
da die Permeation beginnt. In diesem Bereich besteht aber noch keine 


ausgesprochene Speicherungskonkurrenz zwischen Protoplasma und Va- 
kuole. Das Plasma ist hier in der Lage, sichtbar die Farbmolekiile in seiner 
lipophilen Phase zu speichern. Die entstehenden Wachstumshemmungen 
sind im Vergleich zu den ungefarbten Kulturen gering. Morphologische 
Veranderungen ergaben sich nicht, die Entwicklung ist nur um etwa 24—48 
Stunden verzégert. Es liegt in diesem Bereich also eine schwache, aber deut- 
liche, durchaus vitale Plasmafarbung in der lipophilen Phase vor. Nach 
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Umsetzen dieser Kulturen in ungefarbie Kulturschalen derselben cH tritt 
langsam eine vollige Entfarbung ein. 

b) Auf ganz anderem Mechanismus beruht aber die Plasmafarbung im 
Bereich von pH =6 und dariiber. Die Vakuolen speichern den Farbstoff 
auRerordentlich intensiv. Sehr starke Vakuolenkontraktion zerstért vollig 
die urspriingliche zerkliiftete Form des Vakuoms, obwohl die Plasma- 
strémung bis kurz vor pH =8 noch erhalten bleibt. Mit dieser Vakuolen- 
kontraktion geht schon eine schwerwiegende Schadigung einher, die zwar 
um pH —6 nur in einer Entwicklungsverzégerung besteht, die aber bereits 
bei pH =7 die Bildung der asexuellen Reproduktionsphase stark beein- 
traichtigt und die sexuelle Phase véllig unterbindet. Uber pH =8 ist auch 
eine starke Hemmung des vegetativen Wachstums zu verzeichnen *. Das von 
pH =6 ab stark gefarbte Mycel besitzt also gar nicht mehr seine volle 
Lebensfahigkeit. Damit ist aber der Lebenszustand der Zellorganelle héch- 
stens noch als ,,postvital* zu bezeichnen. In diesem Zustand aber werden 
die Plasmagrenzschichten auch fiir Farbionen permeabel, wie Héfler 
(1952) an Lebermoosen zeigen konnte, und damit treten neben Molekiilen 
auch Kationen sowohl von auffen her wie auch auf ihrem Wege durch das 
Protoplasma und von der Vakuole her in das Protoplasma iiber. Sie be- 
schweren nun lebenswichtige Carboxylgruppen und beschleunigen damit 
den Zelltod. 

Die Vorgange bei Langfarbungen machen davon keine Ausnahme, doch 
herrscht hier im Aufenmedium eine so geringe Farbstoffkonzentration 
(1: 100.000 oder 1 : 500.000), da die Vakuolen die in der Umgebung des 


Mycels vorhandenen Farbmolekiile weitgehend verarbeiten kénnen. Auch 
hier kommt es zu Wachstums- und Entwicklungsverzégerungen. Sie kénnen 
aber bald wieder eingeholt werden, sobald die Vakuolen keine Stoffe mehr 
enthalten, die zur Farbspeicherung erforderlich sind, wie vorn unter 1 
naher ausgefiihrt wurde. 


5. Wenn die Vakuolen aber die Fahigkeit haben, Molekiile zu speichern 
und umzuwandeln, so doch wahrscheinlich, um der Nahrstoffaufnahme und 
nicht etwa der Farbstoffaufnahme allein zu dienen. Wiirden diese Stoffe 
aber durch die vorn geschilderten Vorgange aus dem Stoffwechselgeschehen 
ausgeschaltet werden, miiRte man annehmen, da damit auch die Niahr- 
stoffaufnahme zumindest stark in Mitleidenschaft gezogen wird. Das ist an 
den Entwicklungsverzégerungen zu erkennen. Der Nachweis ist aber nur 
zu erbringen, wenn man einen Pilz im Kulturmedium frei schwimmend 
kultiviert. Bei den vorliegenden Versuchen saf die Achlya auf einem Kéder 
(gekochiem Hanfsamenstiick) und konnte durch Stoffleitung weitgehend 
ihren heterotrophen Stoffwechsel aufrechterhalten. 


6. Aus dem Vorstehenden lat sich methodisch folgendes herausschilen: 


a) Jede Vitalfarbung bedeutet einen erheblichen Eingriff in das Lebens- 
geschehen der Zellen. Der angewandten Methode bleibt es iiberlassen, die- 
sen Eingriff auf ein Mindestmaf herabzudriicken, um aus den Farbungen 


1 Derartigen Giftwirkungen werde ich den niachsten Beitrag widmen. 
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wirklich einen sicheren Schlu® auf die Tatigkeit .lebenden“ Protoplasmas 
ziehen zu kénnen. 

b) Es ist bei Vitalfarbungsstudien unbedingt notwendig, die Objekte 
langere Zeit zu beobachten. Schwierigkeiten bestehen bei Gewebeschnitien. 
Deshalb sollte man seine Aufmerksamkeit mehr Objekten zuwenden., die 
eine Weiterkultur erméglichen. 


c) Ohne die bisher erarbeiteten Grundlagen der Vitalfarbung zu kennen, 
sollte man keine Vitalfarbungen vornehmen und noch weniger versuchen, 
sie dann zu interpretieren. 


7. Als wichtigstes Ergebnis sei fésigestellt. daff das lebende Protoplasma 
der lonenaufnahme erheblichen Widerstand entgegensetzt. Ein Eindringen 
von Ionen wird erst méglich, wenn durch starke Farbspeicherung in der 
Vakuole die Plasmagrenzschichten fiir lonen permeabel werden. 


Als die vorstehende Arbeit bereits abgeschlossen war, erhielt der Verfasser 
durch zwei Vortrige auf der ..Pflanzenschutztagung 1953" in Heidelberg davon 
Kenntnis. da durch Untersuchungen von Wilhelm (1953) und Haefler (1953) 
eindeutig der Beweis erbracht werden konnte, da® bei Anwendung von Sciwefel- 
praparaten im Weinbau zur Bekimpfung des Oidiums eine ahnliche Aufnahme 
des molekularen Schwefels stattfindet. Alle bisherigen Annahmen iiber die Wir- 
kung des Schwefels gingen dahin. da der Schwefel vor seiner Aufnahme durch 
den Pilz in eine dissoziierbare Verbindung iiberfiihrit wird. Jetzt steht fest, da 
alle diese gefundenen Verbindungen (in der Hauptsache H2S) nur dann auftreten, 
wenn auf der Wirtspflanze der Parasit vorhanden ist, und nur dieser scheidet 
z. B. HeS aus. nachdem er molekularen Schwefel aufgenommen hat. 


So gewinnen die vorliegenden Untersuchungen eine besondere Bedeutung bei 
der Erforschhung der Wirkungsmechanismen der heutigen Fungizide. Vorversuche 
haben gezeigt. daB — abgesehen von den Kupferpraparaten, bei denen man heute 
nur von einer ..lonenwirkung“ auf das Plasma der Pilze spricht —- die organischen 
Fungizide nicht oder nur schwer dissoziierbare Verbindungen darstellen und nur 
als Molekiile aufgenommen werden und dann erst im Innern des Pilzes zur Wir- 
kung kommen. Wahrscheinlich wird auch die Aufnahme des Kupfers in die Pilz- 
zelle als Molekiil — wohl als eine Komplexverbindung zwischen Cu und Ca — 
nachweisbar werden. Uber die Wirkung im Innern bestehen aber heute noch recht 
unierschiedliche Meinungen. 


E. Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. An der Saprolegniacee Achlya racemosa wird wahrend ihres gesam- 
ten Entwicklungsganges das Verhalten der beiden Farbstoffe Neutralrot 
und Akridinorange untersucht. 


2. Weder mit Neutralrot noch mit Akridinorange tritt eine im Hellfeld 
oder im Fluoreszenzlicht sichtbare Membranfarbung auf. Membranfar- 
bungen sind nur an Mycelgemmen (anderer Saprolegniaceen-Arien), an 
den Tiipfelmembranen der Oogonien oder an der Trennwand Hyphe/Spor- 
angium zu erhalten. Hierbei handelt es sich um eine chemische Bindung 
und keine Elekiroadsorption von Farbkationen. 
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3. Ab pH =35 beginnen die Vakuolen der Achlya die Farbmolekiile zu 
speichern. Der Beginn der Farbspeicherung ist am Auftreten der Vakuolen- 
koniraktion zu erkennen, spater beim Neutralrot im Hellfeld an der dif- 
fusen satten Rotfarbung, die im Fluoreszenzlicht unsichtbar bleibt. Beim 
Akridinorange ist die diffuse Vakuolenfarbung im Hellfeld gelbbraun und 
im Fluoreszenzlicht kupferrot. Die diffuse Vakuolenfarbung entmischt sich 
bald zu Farbtrépfchen, die nach etwa 6 Tagen verschwinden. 


4. Vom pH-Bereich um 6,0 ab tritt eine mehr oder weniger deutliche. 
nur im Fluoreszenzlicht sichtbare Plasma- und Kernfarbung auf. 


5. Die ..Kurzfarbungen” ergeben Farbungsbilder, die aus der Vital- 
farbungsliteratur bekannt sind. Langfarbungen lassen dagegen deutliche 
Umwandlungen bei taglicher Kontrolle erkennen. So verschwindet die 
»Plasmafarbung” bereits innerhalb von 3 Tagen. Aus der diffusen kupfer- 
roten (beim Akridinorange) Vakuolenfairbung wird schon nach 3 Tagen 
eine ,,répfchenspeicherung”, die nach weiteren 3 Tagen. also nach etwa 
6 Tagen, verschwindet. An Neuzuwachs der Kulturen. soweit sie in der 
Farblésung wachsen, ist iiberhaupt keine Farbung erkennbar. 


6. Auf Grund der Untersuchungen wird festgestellt, da jede Form der 
Vitalfirbung einen erheblichen Eingriff in das Zellgeschehen darstellt. 
Allein der Methodik bleibt es vorbehalten, diese Schaden auf ein Mindest- 
maB herabzusetzen. 


7. .Kurzfarbungen™ sollten nicht oder nur in Verbindung mit lang- 
dauernden Versuchen zur Klarung der Probleme der Stoffaufnahme heran- 
gezogen werden. 


8. Eindeutig lie® sich erkennen, da lebendes Protoplasma der [onen- 
aufnahme erheblichen Widerstand entgegensetzt. Eine Aufnahme von 
lonen kann erst erfolgen, wenn die Grenzschichten geschadigt werden. 


9. In Vitalfarbungsversuchen auftretende Plasma- (und Kern-) Far- 
bungen sind nur in schwach sauren pH-Bereichen reversibel, wenn sich 
Farbmolekiile in der lipophilen Phase des Protoplasmas anreichern. Das 
ist aber in der Regel nur so lange méglich, wie keine Speicherungskon- 
kurrenz zwischen Protoplasma und Vakuole besteht. Alle Plasmafarbun- 
gen neben einer Vakuolenfarbung stellen irreversible Schadigungen des 
Protoplasten dar. 


10. Die Untersuchungen heben hervor, da in erster Linie nur Mole- 
kiile in die Zelle eindringen kénnen. Sie gewinnen eine wesentliche Stiit- 
zung durch die Ergebnisse von Wilhelm und Hae®ler, die beide — 
unabhingig voneinander — nachweisen konnten, daf bei der Bekampfung 
des Oidiums im Weinbau der verwendete Schwefel als S-Molekiil wirksam 
wird und nicht, wie bisher vermutet wurde, H,S oder eine Thioschwefel- 
saure. 

11. Die Untersuchungen werden in einem anderen Rahmen fortgesetzt. 
Die Methodik und die damit gewonnenen Erkenntnisse sollen der Klarung 
der Wirkungsmechanismen von Fungiziden dienen. 





H. Johannes 
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EiweiSspindeln in Opuntia monacantha f. variegata 


Von 


Griseldis Kenda 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 28. April 1954) 


Weingart (1920) erbrachte den Nachweis, da die Panaschierung von 
Opuntia monacantha How. f. variegata infektidser Natur ist. Er pfropfte 
einen Sprof einer panaschierten Pflanze auf eine griine, im darauffolgenden 
Sommer trat eine Weiffleckung auf. Rosenzopf (1951), Weber und 
Kenda (1952), Miliéié (1954), Weber (1954) vertreten die Ansicht, daf 
die seit Molisch (1890) bekannten .Eiweiffspindeln“ der Kakteen Virus- 
kérper sind, obwohl an den Pflanzen auferlich vielfach keine Krankheits- 
symptome in Erscheinung treten. Wenn diese Auffassung richtig ist, so war 
zu erwarten, daf in den Zellen der an infektidser Chlorose leidenden 
Opuntia monacantha f. variegata Eiweispindeln zu finden sein miiften. 
Tatsachlich hat bereits Gicklhorn (1913) fiir Opuntia monacantha das 
Vorkommen von Eiweiftspindeln festgestellt. Gicklhorn erwahnt nichts 
davon, daf die von ihm untersuchte Pflanze buntstammig gewesen wire. 
Weber, Kenda und Thaler (1952) haben ein panaschiertes Exemplar 
dieser Opuntie aus dem Botanischen Garten der Universitat Graz unter- 
sucht und auch in diesem Eiweiffspindeln gefunden. Die Arbeit von W ein- 
gart, der den infektiésen Charakter der Panaschierung dieser Kaktee 
nachgewiesen hat, war den Autoren damals nicht bekannt. Gicklhorn 
(1913) hat die Eiweiffspindeln im Rindenparenchym und im Mark der 
Opuntie gefunden. Weber, Kenda und Thaler sahen sie auch in den 
Epidermiszellen ,allerdings seltener“. Eine neuerliche Untersuchung von 
Opuntia monacantha f. variegata, und zwar der gleichen Pflanze, die vor 
drei Jahren daraufhin gepriift worden ist, zeigte ein massenhaftes Auf- 
treten von Eiweiftspindeln gerade in den Epidermiszellen; besonders grof 
sind die Spindeln in den Nebenzellen des Spaltéffnungsapparates (Abb. 1). 
Vielfach wurden in ein und derselben Zelle Eiweifspindeln und die von 
Weber, Kenda und Thaler (1952) zuerst beschriebenen Eiweifstachel- 
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kugeln aufgefunden. Die Eiweiffspindeln treten nicht nur in den weifen 
Arealen und Sprofgliedern der panaschierten Kakteen auf. sondern auch 
in den griinen. Es ist fiir verschiedene an infektidser Panaschierung er- 
krankte Pflanzen bekannt, daf einzelne Blatter oder SproRteile ausheilen 
kénnen. das heift. die Buntfleckigkeit 
verlieren und rein griin werden. Vielfach 
bleiben aber auch solche Teile infektiés. 
Durch die Feststellung, daB in den auBer- 
lich gesund erscheinenden Sprossen Ei- 
weifspindeln vorhanden sind, wird das 
Persistieren des Infektionsstoffes mikro- 
skopisch sichtbar. Es werden ja die Ei- 
weifspindeln heute als Virus-Eiweifkér- 
per aufgefalit. 
Bawden (1950) vermutet. es kénrte 
durch die Bildung von Virus-Kristalloiden 
in den Zellen das Virus inaktiviert und 
unschadlich gemacht werden. ,,[t is 
probable, that the inclusions do contin 
proteins capable of uniting with the virus Abb. 1. Eiweifspindeln in Epi- 
and rendering it insoluble. Any such  dermiszellen von Opuntia mona- 
combination might also be expected to cantha f. variegata. 
act in part as a protective mechanism. for 
it is likely that the biological activity of the virus would be reduced by being 
rendered insoluble.“ Vielleicht wird es dadurch verstandlich, daB gerade in 


griinen, also auRerlich ausgeheilten Sprofstiicken der panaschierten Opuntie 
besonders viele EiweiRspindeln und Eiweiffstachelkugeln vorhanden sind. 


Zusammenfassung 


In den Zellen der an infektiéser Panaschierung leidenden Opuntia mon- 
acantha f. variegata sind in weifen und griinen Sprossen und Sprofarealen 
zahlreiche Eiweiffspindeln vorhanden. Das spricht fiir die Virus-Natur der 
Kakteen-Eiweifspindeln. 
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Vitalfirbestudien an Euglenaceen 


Von 
Alfred Diskus 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien 
Mit 9 Textabbildungen 


(Eingelangt am 8. Februar 1954) 


Einleitung 


Die Eugleninen erweckten durch ihre eigenartige Organisation schon 
friih das Interesse zahlreicher Forscher. Ihre Stellung im System ist ziem- 
lich isoliert. Ehrenberg (1831 und 1833) trat fiir die tierische Natur dieser 
Organismen ein, wahrend eine groe Anzahl alterer Autoren, wie Carter 
(1856), Stein (1878) und Schmitz (1884) bereits die vegetabilische Orga- 
nisation der Euglenen beionen. Die Arbeiten dieser Autoren lieferten vor- 
wiegend systematisch-morphologische Erkenntnisse. 


Klebs (1883, 1893) hat dann neben der Morphologie die wesentlichen 
physiologischen Eigenschaften der Euglena-Zelle geklart und die physio- 
logische Bearbeitung dieser Flagellaten angeregt. Jennings (1910). 
Ternetz (1912), Olimanns (1917) und Bolte (1920) arbeiteten vorwie- 
gend reizphysiologisch. Daneben war die Frage der Kultivierbarkeit und 
Ernahrungsweise der Eugleninen Gegenstand zahlreicher Untersuchungen 
(Zumstein 1900, Ternetz 1912, Pringsheim 1912, Mainx 1927). In 
jiingster Zeit haben K. u. L. Héfler (1952) und K. Hilmbauer (1954) das 
Osmoseverhalten einiger Euglenen untersucht. 

Vitalfarberisch wurde mit Eugleninen noch wenig gearbeitet. Neben 
Klebs (1883) haben sie vor allem P. A. Dangeard (1902). P. Dangeard 
(1924) und Giinther (1927) farberisch untersucht. 


Eine groRe Anzahl von Vitalfarbestudien an verschiedenen Pflanzen hat 
in neuerer Zeit so wichtige Erkenntnisse iiber die chemisch-physikalischen 
Grundlagen der Farbbarkeit geliefert, daf eine vitalfarberische Unter- 
suchung der Eugleninen unter Beriicksichtigung moderner Methoden und 
Erkenntnisse gerechtfertigt scheint. Solche Vitalfarbestudien sind Gegen- 
stand der vorliegenden Arbeit. 





A. Diskus: Vitalfiirbestudien an Euglenaceen 
Material und Methodik 


Fiir meine Versuche an Eugleninen wurden Vertreter der Gattungen 
Euglena, Phacus und Lepocinclis verwendet. Es wurde mit zahlreichen 
Spezies experimentiert. Ich habe an verschiedenen Stellen der Umgebung 
von Wien und in einigen Orten in Niederdésterreich (Ulmerfeld, Euratsfeld) 
gesammelt und war in der Lage, stets gutes Material fiir meine Versuche 
zu verwenden. Die Proben wurden in lichten, nordseitig gelegenen Fenstern 
des Institutes aufgestellt, empfindlichere Proben im Fliefwasserbecken auf- 
bewahrt. Bei zeitweiliger Erneuerung des Standortswassers konnten die 
verschiedenen Eugleninen lange Zeit lebend und gesund erhalten werden. 

Zur Vitalfarbung habe ich eine gréffere Anzahl basischer Farbstoffe 
verwendet: Neutralrot, Neutralviolett, Brillantkresylblau, Toluidinblau, 
Thionin, Cresylechtviolett, Vesuvin und Rhodamin B. Es wurde meist mit 
einer Verdiinnung von 1: 10.000 gearbeitet. Zur Pufferung der Farbbader 
dienten die iiblichen Phosphatpuffer. Fiir eine genaue Messung der pH- 
Werte bei den Versuchen zur Bestimmung eines IEP stand mir ein Iono- 
meter von Lautenschlager zur Verfiigung. Ansonsten wurden dazu Farb- 
indikatoren (Merkscher Universalindikator. Tropaolin) verwendet. 


Der Periplast 


Die Eugleninen sind durch den Besitz einer von der Membran aller 
iibrigen Pflanzen stark verschiedenen Kérperhiille ausgezeichnet. Die Zell- 
wande sind, trotz ihrer unterschiedlichen chemischen Natur, stets tote Ge- 
bilde. Die Koérperhiille der Euglenen ist wie das Plasma ein lebender 
Bestandteil der Zelle, welcher bei der Zellteilung nicht neu gebildet, 
sondern selbstandig mit geteilt wird (Klebs 1883, S. 403, Fritsch 1948, 
S. 12, 91, 725). Klebs pragte 1893 den Ausdruck Periplast fiir die K6r- 
perhiille der Euglenen. Er versteht darunter eine vom Cytoplasma deut- 
lich abgesetzte, von diesem im lebenden Zustand nicht trennbare Zell- 
umhiillung. In neuerer Zeit wird unter Periplast die K6rperhiille der 
Euglenen als morphologische Einheit zweier funktionell verschiedener Teile 
— der Pellicula und der kontraktilen Wandplasmaschicht — verstanden 
(vgl. Fritsch 1948, K. u. L. H6fler 1952). 

Jiingst hat Pochmann (1953) die Struktur-, Wachstums- und Teilungs- 
verhialtuisse des Periplasten der Eugleninen eingehend bearbeitet. 

Klebs hat gezeigt, da der Periplast aus zwei chemisch verschiedenen 
Substanzen besteht, welche je nach der Spezies in verschiedenem Mengen- 
verhiltnis die ..Membran“ aufbauen: Bei stark metabolischen Formen mit 
zartem Periplasten (z. B. Euglena viridis) iiberwiegt ein leicht farbbarer. 
stark quellender, dehnbarer und durch Pepsin verdaulicher ,,Eiweiftstoft*, 
wahrend bei starren Formen (z. B. Phacus pleuronectes) ein nicht farb- 
barer, wenig quellbarer, undehnbarer und unverdaulicher ,,Membranstoff* 
die Kérperhiille zum Hauptteil zusammensetzt. Zwischen diesen Extremen 
bewegen sich die verschiedensten Zwischenstufen der Membranen der iibri- 
gen Arten (Klebs 1883, S. 242). 
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Auf Grund der chemischen und funktionellen Besonderheiten des Peri- 
plasten schien vorerst das Fiirbeverhalten dieses Zellteiles von Interesse. 

Die erste grundlegende Beobachtung dariiber stammt von Klebs (1883). 
Bei Farbung von Euglenen mit Kongorot fand er ein spezifisch verschie- 
denes Verhalten der Zellwainde héherer Pflanzen und der .Membran“ der 
Euglenen. Jene farben sich rot an, gleichgiiltig, ob die Zellen leben oder ot 
sind. Die Kérperhiille von Euglena dagegen farbt sich nur, wenn die Zelle 
getétet wird. Klebs hatte Euglenen wochenlang in 0,05%iger Kongorot- 
lésung gehalten. ohne eine Spur einer Farbung zu sehen. Eine solche trat 
erst nach Tétung der Zellen ein. 

Die Kérperhiille der Euglenen zeichnet sich durch ihre relativ geringe 
Fahigkeit aus. Farbstoffe einzulagern. Sie ist an Euglena viridis mit Kar- 
minpraparaten noch deutlich farbbar. wihrend bei den starren Phacus- 
Arten eine solche Farbung nicht mehr gelingt. Die einzelnen Arten ver- 
halten sich dabei recht verschieden (Klebs 1883, S. 241). 

Giinther (1927) berichtet iiber Vitalfarbung des Periplasten an Euglena 
terricola und Euglena geniculata mit Methylenblau. Nach seinen Angaben 
farbt ein bestimmter Farbstoff bei einer Art den Periplasten, bei anderen 
Formen dagegen nicht, doch fiarben sich andere Zellteile. Mit mehreren Farb- 
stoffen (Neutralrot. Eosin, Jodgriin, Cresylechtviolett, Orange G. Vesuvin. 
Saurefuchsin. Rose bengale und Erythrosin) erzielte er an Euglena geni- 
culata und Euglena proxima vitale Plasmafarbung. 

Uber die Wirkung von Farbbiidern von verschiedenem pH finden sich 
bei den iilteren Autoren naturgemaf} noch keine Angaben. Heute sind wir 
durch eine grofe Anzahl von Arbeiten iiber die chemisch-physikalischen 
Grundlagen der Vitalfarbung gut informiert (Ruhland 1908, Czaja 1934, 
Strugger 1940, 1949, Drawert 1947—1951, Héfler 1947—1952, Wies- 
ner 1951). Je nach der Wasserstoffionenkonzentration (pH) der Farblésung 
liegen die meisten basischen Vitalfarbstoffe entweder in molekularer oder 
in ionisierter Form vor. In das Plasma und in die Vakuolen kénnen nur 
die lipoidléslichen Molekiile eindringen. Den lipoidunléslichen lonen ist 
dieser Weg verschlossen. sie kénnen lediglich an auferhalb des Plasmas 
gelegenen Zellteilen gespeichert werden. 

Ausgehend von dieser grundlegenden Tatsache habe ich daher auf brei- 
terer Grundlage Vitalfarbeversuche mit pH-gestuften Farbbadreihen an- 
gestellt. 

Ich beschreibe zuniichst an Hand von pH-gestuften Reihenversuchen mii 
Neutralrot 1 : 10.000 das Farbebild einiger Euglenaceen nach jeweils 10 Mi- 
nuten Farbedauer (nach langerer Versuchsdauer andert sich bisweilen das 
Farbebild. Es wird darauf noch zuriickzukommen sein): 


pH 2.5: Alle Zellen ungefarbt. 

pH 3.2: Verschieden intensive. jedoch deutliche Rosafarbung des Periplasten bei 
Euglena viridis, E. geniculata. E. deses. E. halophila. Phacus und Lepo- 
cinclis bleiben ungefarbt. 

pH 5.2: Periplastenfarbung in gleicher Weise wie bei pH 3,2. Einzelne Farbstoff- 
trépfchen im Plasma von Euglena viridis, E. deses und E. geniculata zu 
sehen. Phacus- und Lepocinclis-Arten ungefiarbt. 
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Periplast aller untersuchten Euglenen ungefarbt. Verschieden starke Trépf- 
chenspeicherung im Plasma, auch bei den starren Formen (Phacus, Lepo- 
cinclis). 

Allgemein starke Trépfchenspeicherung bei den lebhaft metabolischen 
Euglenen. Euglena oxyuris, E. tripteris, Phacus- und Lepocinclis-Arten 
haben den Farbstoff nur in geringem Mafe gespeichert. Periplast bei allen 
untersuchten Arten ungefarbt. 


Brillantkresylblau (1: 10.000) farbt den Periplasten von Euglena deses, 
E. geniculata und E. halophila im Bereich von pH 3 bis pH 11 verschieden 
stark metachromatisch violett an. Eine Farbung der Kérperhiille von Phacus 
und Lepocinclis wurde nicht beobachtet. Unterhalb pH 3 erfolgte bei 
allen untersuchten Euglenaceen keine Farbspeicherung. 
Troépfchenspeicherung tritt in der Regel bei Brillantkresylblau von pH 5 
bis pH 12,5 ein. 

Mit Rhodamin B, einem elektroneutralen basischen Farbstoff, konnte ich 
in keinem Falle den Periplasten vital farben. 

Die Farbung des Periplasten verschwindet stets nach Durchsaugen von 
0,2 Mol CaCl,, sie ist demnach, so wie die pflanzlicher Zellwande, eine 
elektroadsorptive lonenfarbung. Es blieb nun zu untersuchen, ob 
bei entsprechend aiedrigem pH der Farblésung ein Entladungspunkt (EP) 
zu erreichen ist oder ob der Periplast der Euglenen einen isoelektrischen 
Punkt (IEP) im Sinne von umladbaren Ampholyten besitzt. 

Bestimmungen des IEP verschiedener Zellbestandteile sind mit Hilfe von 
Farbstoffpaaren (einem basischen und einem sauren Farbstoff) schon haufig 
durchgefiihrt worden (z. B. Pischinger 1926, Drawert 1937). Yamaha 
(1935) hat. wohl als erster, am Periplasten von Euglena viridis eine Bestim- 
mung des IEP durchgefiihrt. Er fixierte die Zellen 2 Minuten lang in OsO,- 
Dampf und fiarbte hierauf die Praparate 3 Minuten mit Erythrosin bzw. 
Methylviolett. Es ergab sich fiir den Periplasten ein IEP von pH 3.1 
bis pH 3.2. 

Fiir meine Versuche habe ich sowohl die Methode der Fixierung und 
Farbung mit einem Farbstoffpaar als auch Vitalfarbung mit pH-gestuften 
Farbbadreihen und schlieBlich blockierte Farblésungen (nach Kinzel 1953) 
angewandt. 


Bestimmung des IEP am Periplasten von Euglena geniculata 
mit Hilfe eines Farbstoffpaares 


Die Zellen wurden in einem Schalchen mit 96%igem Alkohol fixiert. 
Dabei lést sich in bekannter Weise das Plasma vom Periplasten, was fiir 
die Beovachtung seines Farbeverhaltens von Vorteil ist. Durch den Alkohol 
wird iiberdies das Clorophyll herausgelést, die Zellen werden gelblich bis 
farblos. Sie sammeln sich am Grunde des Schilchens in Massen an und k6én- 
nen nun bequem in die entsprechenden Farblésungen — ich verwendete 
Saurefuchsin und Toluidinblau -— iibertragen werden. Nach 15 Minuten 
Farbedauer wurden die Zellen in Schalchen mit den entsprechenden Phos- 
phatpufferlésungen ausgewaschen und sodann untersucht. Das mehrmalige 
Umpipettieren von der Alkoholfixierung in das Farbbad und von hier in 
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die Pufferlésungen brachte einen sehr grofen Verlust an Zellen mit sich, 
weshalb bei Anwendung dieser Methode nur mit sehr reichlichem Material 
zu arbeiten ist. 


Ich gebe den Verlauf der Farbungen an Hand eines Versuchsprotokolls 

wieder: 
Saurefuchsin 1 : 3000: 

pH 2,04: Starkste purpurrote Farbung von Zellinhalt und Periplasten. 

pH2,5: Sehr starke, purpurrote Farbung von Zellinhalt und Periplasten sowohl 
bei Euglena geniculata als auch bei einigen in den Proben enthaltenen 
Astasien. (Diese waren nach der Fixierung und Farbung nur noch durch 
das Fehlen des Stigmas von den Euglenen zu unterscheiden. Es ist bei 
den Euglenen erhalten geblieben und durch die Alkoholfixierung zu einem 
kleinen roten Trépfchen zusammengeflossen [vgl. Wager 1900].) 

pH3.1: Periplast stark rot gefarbt, doch etwas heller als bei pH 2.5. 

pH3,6: Periplast aller Zellen meist farblos, bei wenigen noch zart rosa gefirbt. 

pH 4,8: Alle Zellen ungefarbt. 
Toluidinblau 1 : 3000: 

pH 6,2: Intensive dunkelblaue Farbung von Zellinhalt und Periplasten. 

pH 4,8: Periplast und Plasma dunkelblau gefiarbt. 

pH 3.6: Periplast noch deutlich gefarbt. 

pH3.1: Der GroBteil aller Zellen ungefarbt, an wenigen noch zartblaue Farbung 
des Periplasten. 

pH2,8: Alle Zellen ungefiarbt. 


Auf Grund dieser mehr orientierenden Versuche wurden sodann im Be- 
reich von pH 3 bis pH 4 feinere pH-Abstufungen hergestellt. Neben Euglena 
geniculata wurde auch Phacus pyrum niher untersucht. Die Ergebnisse 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


+-+ = Starke Farbung des Periplasten. 
— = Keine Farbung. 
+— = Die Mehrzahl aller Zellen ungefarbt. wenige zart gefarbt. 
Euglena geniculata Phacus pyrum 
Saurefuchsin Toluidinblau Saurefuchsin Toluidinblau 
+4 : ++ _ 
++ ++ — 
++ ++ _ 
+ , +— +— 
+— — a 
+4 ~ +t 
++ — So 


UI G Ur 


I YI YI vi po 1 
a 
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Der IEP des Periplasten von Euglena geniculata liegt demnach zwischen 
pH 3,1 und pH 3,3, der des Periplasten von Phacus pyrum um pH 3. 


Versuche mit blockierten Farbstofflésungen 


Zur Bestimmung eines IEP am Periplasten von Euglena deses und 
Euglena spirogyra wurden blockierte Farblésungen verwendet. Diese haben 
gegeniiber der vorhin angewandten Methode verschiedene- Vorteile: Die 
Farbung ist vor allem vital, was im Gegensatz zur Farbung toter Gebilde 
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(Zellwiinde und Gallerten) von besonderer Bedeutung ist. Es kann auch 
mit weniger ergiebigem Material gearbeitet werden. da ein einmaliges 
Durchsaugen der Liésung durch das Priiparat keinen allzu grofen Verlust 
an weggeschwemmien Zellen mit sich bringt. Kinzel (1952) hat mit blok- 
kierten Farblésungen die Farbungspunkte verschiedener Algengallerten be- 
stimmt. Er verweist dabei auf die Tatsache, daf beim Arbeiten mit ge- 
pufferten Farbsiofflésungen die adsorptionsverdrangende Wirkung der 
Alkaliionen der Puffersalze (K’ und Na’) bisher stets unbeachtet blieb. Die- 
ser unkontrollierbare Faktor fallt beim Arbeiten mit blockierten Farb- 
lésungen weg. 


Als Vitalfarbstoff wurde Neutralrot (1: 10.000) verwendet. Die Lisun- 
gen enthielten CaCl, in gestuften Konzentrationen. Sie wurden nach den 
Angaben von Kinzel (1952) hergestellt. 


Die Lésungen wurden griindlich durchgesaugt und hierauf wurde nach 
jeweils 10 Minuten beobachtet. 


Neutralrot 1: 10.000 mit: 

0,0032 CaCl: Deutliche Rosafarbung des Periplasten von Euglena deses. An 
Euglena spirogyra sind die Schleimhécker auf der Pellicula beson- 
ders deutlich rot gefarbt. 

0.0056 CaClz: Periplast von Euglena deses schwach rosa tingiert. Deutliche Rot- 
farbung der Kérperhiille von Euglena spirogyra. 

CaCl: Keine Farbung an Euglena deses. Periplast von Euglena spirogyra 
weiterhin gefarbt. 

CaCl: Periplast von Euglena deses ungefarbt, an Euglena spirogyra deut- 
liche Rosafiarbung. 

CaCl: Farbebild wie in 0,032 Mol CaCle. Hauptvakuole von Euglena deses 
etwas angeschwollen. 

0,18 CaCl: Periplast sowohl von Euglena deses als auch von Euglena spirogyra 
ungefairbt. Hauptvakuole bei beiden Arten angeschwollen. 


Der Versuch zeigt, daft die Farbepunkte des Periplasten von Euglena 
deses und Euglena spirogyra weit auseinander liegen. Wahrend die 
KGrperhiille bei Euglena deses schon bei 0,01 Mol CaCl, ungefarbt bleibt. 
tritt eine Entfarbung des Periplasten an Euglena spirogyra erst bei 


0.18 Mol CaCl, ein. 


Ein Versuch mit pH-gestuften Lésungsreihen von Neutralrot (1: 10.000, 
Farbedauer 15 Minuten) ergab: 


pH3,2: Periplast von Euglena deses deutlich rosa gefarbt. An Euglena spirogyra 
sind besonders die Schleimhécker auf der Pellicula intensiv rot gefarbt. 

pH2,8: Euglena deses ungefirbt, Euglena spirogyra deutlich gefarbt. 

pH 2,12: Kérperhiille von Euglena spirogyra weiterhin deutlich gefarbt. Euglena 
deses vollkommen ungefarbt. 


Eine Farbung in noch niedrigeren pH-Stufen wurde wegen der nun be- 
reits schadigenden Wirkung der zur Herstellung solcher pH-Bereiche noi- 
wendigen n/10 HCl nicht durchgefiihrt. Der Unterschied im Farbeverhalten 
dieser beiden Euglenen geht aus den obigen Angaben klar hervor. Ein un- 
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mittelbarer Vergleich der Farbungspunkte in den mit Ca’-lonen blockierten 
Lésungen und den in den gepufferten Farblésungen ist wegen der zusiatz- 
lich blockierenden Wirkung der Alkaliionen der Puffersalze nicht statthaft. 
Es sei nur festgestellt, dal? eine Entfarbung der Koérperhiille von Euglena 
spirogyra mit H-lonen in vitalen pH-Bereichen nicht méglich ist, wahrend 
an Euglena deses ein IEP des Periplasten bei pH 3 erreicht wurde. Im Falle 
von Euglena spirogyra diirfte es sich um eine sehr starke elektro- 
adsorptive Bindung der Farbkationen an die Substanz des Periplasten 
handeln. Méglicherweise steht die starke Farbbindung mit der Fahigkeit 
der Kérperhiille, Eisenoxydhydrat zu speichern, in Zusammenhang. Klebs 
berichtet, da Euglena spirogyra mit Hiamatoxylin farbbar ist. Die Far- 
bung beruht seiner Ansicht nach auf einer Verbindung des Farbstoffes mit 
dem in der Pellicula eingelagerten Eisenoxydhydrat. An Eugleninen mit 
eisenfreiem Periplasten konnte er eine solche Fiirbbarkeit nicht beobachten. 


Auer an Euglena spirogyra fand ich auch an Lepocinclis ooum den 
Periplasten stark farbbar. Dies fiel besonders auf, da, wie erwahnt, die 
KG6rperhiille der starren Eugleninen (Phacus, Lepocinclis) vital kaum farb- 
bar ist. Mittels der Berlinerblaureaktion ist nun bei Lepocinclis ooum in 
der Pellicula Eisen nachzuweisen'. Es diirfte auch hier die Fahigkeit der 
Korperhiille, Eisensalze zu speichern, und die starke Farbbarkeit des Peri- 
plasten auf gleichen Ursachen beruhen. Auffallig war, dali sowohl im End- 
stachel von Euglena spirogyra als auch in der Endspitze von Lepocinclis 
ovum kein Eisen nachweisbar war. An diesen Stellen wurden auch Vital- 
farbstoffe nicht gespeichert. 


Es wurde bereits angedeutet, daf bei Farbung des Periplasten die Zeit. 
nach welcher beobachtet wird, von grofer Bedeutung ist. Es wird namlich 
eine anfangs deutliche Farbung der Kérperhiille nach 20—30 Minuten zu- 
sehends schwicher und verschwindet bisweilen vollkommen. In besonderem 
Make wird diese Entfarbung an Formen deutlich, welche Schleimorganellen 
besitzen, die nun ihrerseits kraftig gefarbt erscheinen. Solche Vorginge 
wurden zumal an Euglena granulata und Euglena geniculata haufig beob- 
achtet. Euglenen ohne Schleimorganellen (Euglena viridis, 
Euglena deses) behalten die Farbung des Periplasten lange 
Zeit. 


Die vorliegenden Beobachtungen deuten auf eine Speicherkonkur- 
renz hin. Die starkste Affinitét zum Farbstoff haben offensichtlich die 
mannigfachen Schleimorganellen dieser Flagellaten. Es sei voraus- 
genommen, daft ich die untere Farbegrenze dieser Gebilde in Neutralrot 
um pH 4,2 gelegen fand. Es scheint hier ein analoger Fall zur Speicher- 
konkurrenz der .,vollen“, d. h. speicherstoffiihrenden Zellsifte héherer 
Pflanzen vorzuliegen (vgl. Héfler 1948, 1950). 

1 In ahnlicher Weise wie bei Euglena spirogyra farben sich dabei die spiraligen 
Hoéckerreihen besonders deutlich. Die Blaufarbung der Pellicula ist allgemein etwas 
heller als bei Euglena spirogyra. Die stumpf kegelférmige Endspitze von Lepo- 
cinclis ooum bleibt bei der Berlinerblaureaktion stets ungefirbt. 
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Farbspeicherung im Plasma und in der Hauptvakuole 


Wie im vorhergehenden Abschnitt dargetan, wird durch Neutralrot der 
Periplast im Bereich von pH3 bis pH 6,5 gefarbt. Ab pH7 unterbleibt diese 
Farbung, der Farbstoff wird im Zellinneren der Euglenen gespeichert. Die 
Art und Weise dieses Vorganges soll nun an einer Anzahl von Euglenaceen 
niher untersucht werden. 


Ich beschreibe zuniichst an Hand eines Versuchsprotokolles einen Grund- 
versuch an Euglena viridis. Gefairbt wurde mit Neutralrot 1: 10.000, in 
Wiener Leitungswasser gelést (pH um 7,8). 

19. November 1952. 
8.30 Uhr: Vom Lichtrande des Sammelgefafes entnommene Euglenen in das Farb- 
bad eingebracht. 
8.31 Uhr: Die eben noch lebhaft schwairmenden Zellen kriechen ruckweise vor- 
warts; lebhafte Metabolie. Die Geifeln sind meist erhalten geblieben. 
8.35 Uhr: Erstes Auftreten von Farbstoffaggregaten in der Zelle. Am Vorderende, 
rund um die Hauptvakuole werden kleine rote Trépfchen sichtbar. 
Hinterende zart diffus rosa gefairbt. Die Neutralrottrépfchen werden all- 
mahlich gréRer und deutlicher. Die vorerst diffuse Rosafirbung des 
Hinterendes list sich in eine feine Trépfchenspeicherung auf. Die Haupt- 
vakuolen sind meist starker konturiert und deutlich angeschwollen. Leb- 
hafte Metabolie. 

: Farbstofftrépfchen in der ganzen Zelle; am Vorder- und Hinterende so- 
wie in der Gegend des zentral gelegenen Paramylonbildungsherdes be- 
sonders zahlreich. 

: Reichliche Trépfchenspeicherung im Plasma. Die Trépfchen finden sich 


in den chloroplastenfreien Plasmapartien zusammengedringt. Haupt- 
vakuolen meist wieder normal. ; 

: Die Farbstofftrépfchen sind noch gréRer geworden. Neben wenigen, be- 
sonders grofen Neutralrotkugeln sind zahlreiche kleine im Plasma ver- 
teilt. Hauptvakuolen allgemein wieder normal, bisweilen rosa gefarbt 
(Abb. 1). 

9 Uhr: Priparat in feuchte Kammer gestellt. 


20. November 1952. 
8 Uhr: Zellen meist schwirmend, das Zellinnere dicht mit braunroten, grofen 
und kleinen Farbstofftrépfchen gefiillt. Hauptvakuolen normal und un- 

gefarbt. 


Die Praparate wurden noch zwei Tage hindurch iiber Nacht in feuchter 
Kammer gehalten und am folgenden Tag durchgesehen. Aufer einer stei- 
genden Rate toter Zellen hatte sich nichts geaindert. 

Weiterhin wurden meine Versuche auf eine gréRere Anzahl von Euglena- 
ceen ausgedehnt, um gréferes Vergleichsmaterial zu gewinnen. Beim fol- 
genden Versuch mit Euglena geniculata empfahl es sich, wegen der stark 
alkalischen Reaktion des Standortswassers das Farbbad zu puffern. 

Euglena geniculata (Neutralrot 1 : 10.000, pH 8): 

Nach 5 Minuten treten am Vorderende Farbstofftrépfchen auf. Nach 10 Minuten 
sind die Neutralrottrépfchen bedeutend gréfer geworden. Sie sind nun in der 
ganzen Zelle verteilt. Wenige Zellen schwarmend; meist trage Metabolie. Nach 
einer Stunde sind die Zellen mit zahlreichen, unter sich ungleich grofen Farbstoff- 
Protoplasma, Bd. XLIV/2 15 
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trépfchen, welche im Plasma liegen, erfiillt. Die vorhin etwas vergréferten Haupt- 
vakuolen sind wieder normal geworden und meist ungefirbt. Die Zellen bewegen 
sich kriechend vorwiarts, wobei sie in typischer Weise tropfenférmige Gestalt an- 
nehmen. 

Euglena halophila? speichert Neutralrot ebenfalls im Plasma in Form 
kleiner Trépfchen. Die ersten Farbstoffaggregate treten nach 5 Minuten 
auf. Nach 30 Minuten sind die Trépfchen wohl zahlreicher geworden, doch 
bleiben sie auch nach einstiindiger Farbedauer kleiner als die bei Euglena 


Abb. 1. Euglena viridis, 30 Minuten in Neutralrot (1 : 10.000. pH 7.8) gefarbt. Zahl- 
reiche kleine und wenige grofe Neutralrottropfen im Plasma. Hauptvakuole 
schwach rot gefarbt. 


Abb. 2. Euglena halophila. Vakuolisierie Zelle mit Neutralrot (1 : 10.000, pH 7.8) 
gefarbt. Die Farbstofftrépfchen sind in die Plasmasirainge zwischen den einzelnen 
Vakuolen zusammengedriingt; die Vakuolen selbst ungefarbt. 


Abb. 3. Euglena acus. Neutralrot (1: 10.000, pH 7.8) gefirbt. Trépfchenspeicherung 
im Plasma. 


viridis. Die Lage der Farbstofftrépfchen im Plasma wird dadurch beson- 
ders deutlich, da bei dieser, Art in hypotonischen Medien nach ungefahr 
einer halben Stunde eine Vakuolisierung des Plasmas auftritt 
(Diskus 1953). Die Farbstofftrépfchen werden durch die sich ausdehnen- 
den Vakuolen in die Plasmastrange zwischen den einzelnen Vakuolen zu- 


2 Euglena halophila (von Podersdorf im Salzlachengebiet am Neusiedlersee) 
wurde von Schiller als neue Art beschrieben. Abbildungen normaler und im 
Hypotonikum vakuolisierter Zellen bei Diskus (1953), Tafel 1 u. 2 
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sammengedringt (Abb. 2). Die Vakuolen selbst bleiben stets ungefarbt. 
Ahnliches konnte ich auch an Phacus orbicularis beobachten. 

Auer bei den eben beschriebenen Arten fand ich eine ahnliche Trépf- 
chenspeicherung von Neutralrot im basischen Bereich bei Euglena gracilis, 
E. acus (Abb. 3), E. proxima, E. deses, E. sp. (RMK *) und E. granulata. 

Etwas unterschiedlich verhielten sich Euglena spirogyra, E. caudata und 
E. tripteris. In Neutralrot (1: 10.000, pH 8) war vorerst keine Farbspeiche- 
rung zu beobachten. Erst nach 30 Minuten traten winzige Neutralrottrépf- 
chen im Plasma auf. Nach fiinf Stunden war im Zellinneren von Euglena 
spirogyra eine langgestreckte Ansammlung von dichtgelagerten Farbstoff- 
trépfchen zu sehen. Wenige lagen vereinzelt am Vorder- und Hinterende 
Das Farbebild an Euglena caudata und E. tripteris blieb ungefahr gleich. 
Die Trépfchenspeicherung war nur gering und die Farbstoffaggregate un- 
regelmaBig in der Zelle verteilt. 

Ahnlich verhalten sich die untersuchten Phacus- und Lepocinclis-Arien. 
Der Farbevorgang sei an Hand eines Versuchsprotokolles kurz geschildert: 
17 Uhr: Neutralrot 1 : 10.000, pH 8 dem Praparat zugesetzt. 

17. April 1955. 
17.30 Uhr: Zarte Trépfchenspeicherung im Plasma von Phacus longicauda, Ph. 
pleuronectes, Ph. triqueter und Ph. alata. An Phacus pyrum und 
Lepocinclis Steinii sind nur wenige, relativ grofe Neutralrotkugeln in 
der Zelle vorhanden. Sparliche Trépfchenspeicherung bei Lepocinclis 
texta und L. ovum. 
17.50 Uhr: Praparate in feuchte Kammer gesiellt. 
18. April 1953. 
8 Uhr: Phacus longicauda (Abb. 4), Ph. pleuronectes, Ph. triqueter und Ph. 
alata mit zahlreichen kleinen Trépfchen im Plasma. Sie sind in der 
Umgebung des Kernes meist dicht gedringt zu finden. Lepocinclis texta 
und L. ovum zeigen eine Anhaéufung von Neutralrotkiigelchen im zen- 
tralen Teil der Zelle. An Phacus pyrum sind in der Nahe der beiden 
randstindigen Paramylonringe groBe Farbstoffkugeln zu beobachten 
(Abb. 5). Alle Zellen beweglich. 
8.30 Uhr: Praparate in feuchte Kammer gesiellt. 
20. April 1953. 
9 Uhr: An den Farbebildern hat sich wenig geindert. Viele Zellen sind tot und 
diffus rosa gefarbt. 


Sehr reichliche Trépfchenspeicherung fand ich einmal an Phacus pleu- 
ronectes. Die Zellen hatten nach zwanzigstiindigem Aufenthalt in der Neu- 
tralrotlésung zahlreiche, in der Gegend des Kernes besonders dicht gelagerte 
Farbstofftrépfchen in sich. 

Gleiche Versuche wurden an einigen Euglenen auch mit Neutralviolett 
angestellt. Der Farbstoff steht chemisch dem Neutralrot nahe und farbt in 
aihnlicher Weise, wenn auch etwas rascher und intensiver. Besonders die 
Hauptvakuolen farben sich damit deutlich an. 


3 RMK: Bezeichnung fiir ein in der Ramsau bei Schladming in 1200m Hohe 
gelegenes Hochmoor. In Algenproben aus diesem Moor fand sich in Mengen eine 
nicht naher bestimmte, spindelférmige, lebhaft metabolische Euglena. 


15° 
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In gréferem Umfang wurde mit RhodaminB gearbeitet. Ich schildere 
kurz den Farbevorgang an Euglena viridis (Rhodamin B, 1: 1000. in Wiener 


Leitungswasser geldst): 
9.05 Uhr: Schwirmende Zellen in die Farblésung eingebracht. 

Zellen kontrahieren sich oder kriechen langsam dahin; wenige schwarmen. 
Alle Zellen schwarmend; keine Farbung. 
Zartrosa Plasmafirbung, besonders deutlich im chloroplastenfreien Raum 
am Vorder- und Hinterende zu beobachien. 


9.06 Uhr: 
9.30 Uhr: 
9.50 Uhr: 


Einzelne chlorotische Zellen 


diffus rosa gefirbt; sparliche Trépfchenspeicherung. Hauptvakuole ver- 
einzelt rosa gefarbt. Allgemein deutliche Kontraktion der Chloroplasten. 
Alle Zellen schwiirmen. 


17 Uhr: 


len: deren Plasma ist stark rot gefarbt. 


Rosa Plasmafirbung, spiarliche Kriimelspeicherung. Etwa 10% tote Zel- 


Euglena geniculata speichert den Farbstoff nach 10 Minuten in Trépf- 


Abb. 4. Phacus longi- 
cauda. 
bung 
Trépfchenspeicherung im 
Plasma. 


Neutralrotfar- 
(1 :10.000, pH 8). 


chenform im Plasma. Die 
Trépfchen bleiben klein und 
sind stets nur sparlich vor- 
handen. Nach 50 Minuten 
tritt eine diffuse rosa Plas- 
mafarbung auf. Sie ist le- 
diglich im_ chloroplasten- 
freien Teil der Zelle deutlich 
zu sehen. Nach 24 Stunden 
ist das Farbebild im wesent- 
lichen gleich geblieben: Ge- 
ringe Trépfchenspeicherung 
und rosa Plasmafiarbung. 
Bei den meisten unter- 
suchten Euglenen tritt nach 
Farbung mit Rhodamin B 
an Stelle der Trépfchen- 
speicherung eine besonders 
an ganz oder teilweise chlo- 
rotischhen Zellen deutlich 
sichtbare Plasmafarbung zu- 
tage. An Euglena spirogyra, 
E. acus und einigen Phacus- 
Arten fiel stets die deutlich 
rotviolette Farbung der 
Endspitze auf. Nach lan- 


gerer Fiarbedauer_ erfolgt 


Abb.5. Phacus pyrum 
(stirker vergréfert). 
Neutralrotfarbung 
(1: 10.000, pH 8). 
Wenige grofe Farb- 
stoffkugeln im Plas- 
ma_ beiderseits der 
Paramylonringe. 


allgemein eine Kontraktion der Chloroplasten. Die Hauptvakuole konnie 
an Euglena viridis, E. geniculata, E. granulata und E. deses mit Rhodamin B 


angefarbt werden. 


In ahnlicher Weise wie Neutralrot wurde Bismarckbraun von den Eugle- 
nen gespeichert: Farbt man Euglena viridis mit Bismarckbraun 1 : 10.000, 
pH 10. so geben die Zellen vorerst die Schwimmbewegung auf und gehen 
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in lebhafte metabolische Bewegungen iiber. Nach 3 Minuten erscheinen 
kleinste, hellbraune Trépfchen im Plasma, nach 15 Minuten sind diese 
etwas gréfer geworden und am Vorderende dichter gelagert (Abb. 6). In 
der Zwischenzeit haben viele Zellen die Schwimmbewegung wieder auf- 
genommen. Am Fiarbebild andert sich von nun an nichts mehr. Die Haupt- 
vakuole blieb stets ungefiarbt. 

Bismarckbraun wird von den verschiedenen Euglenaceen nach verschie- 


dener Zeit und in unterschiedlichem Mae gespeicheri. Besonders schnell 
und reichlich wurde es 


von Euglena viridis, E. 

geniculata, E. proxima 

und E. gracilis aufge- 

nommen. Schon nach we- 

nigen Minuten traten die 

ersten Farbstoffaggregate 

in der Zelle auf. Lang- 

samer und auch spir- 

licher treten sie bei Eu- 

glena deses, E. halophila 

(Abb. 7), E. sp. (RMK) 

und E. acus zutage. Sehr 

langsam geht die Farb- 

speicherung bei Euglena 

spirogyra, E. fusca, E. 

tripteris, Phacus pyrum, 

Ph. pleuronectes, Ph. tri- 

queter, Ph. acuminatus, 

Ph. longicauda, Ph. alata, 

Lepocinclis texta, L.ooum Abb. 6. 

und L. Steinii vor sich. Abb. 6. Euglena viridis. Bismarckbraun (1 : 10.000, 

Es vergehen meist 20 bis PH 10). Reichliche Trépfchenspeicherung im Plasma. 

30 Minuten, ehe eine Abb.7. Euglena halophila. Bismarckbraun (1 : 10.000, 
Tropfchenspeicherung pH 10). Trépfchenspeicherung. 

sichtbar wird. 

Zusammenfassend ist iiber die bisher besprochenen Farbstoffe folgendes 
zu sagen: Neutralrot, Neutralviolett und Bismarckbraun werden von der 
Euglena-Zelle hauptsichlich in Form kleiner Trépfchen im Plasma gespei- 
chert, Rhodamin B farbt dagegen vornehmlich das Plasma diffus rosa an. 
Die Farbstoffkiigelchen im Plasma kénnen bei Farbung mit Neutralrot und 
Neutralviolett bedeutende Gréfe erreichen. die Bismarckbraunirépfchen 
bleiben dagegen stets klein. Eine Farbung der Hauptvakuole gelingt am 
ehesten mit Neutralviolett und Neutralrot, weniger gut mit Rhodamin B. 
Bismarckbraun vermochte die Hauptvakuole nicht anzufarben. Gemeinsam 
war diesen vier Farbstoffen ihre weitgehende Unschadlichkeit. Der Schock, 
welcher zur Einstellung der Schwimmbewegung fiihrt, wurde allgemein 
schon nach kurzer Zeit iiberwunden. Eine bei den einzelnen Arten ver- 
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schieden starke Koniraktion der Chloroplasten beeintrachtigte den Lebens- 
zustand der Zellen meist nicht. 


Verschieden verhielten sich die Euglenen gegeniiber Vitalfarbung mit 
blauen basischen Farbstoffen. Diese sollen nun gesondert behandelt wer- 
den. Zur Verwendung kamen Brillantkresylblau, Toluidinblau, Thionin 
und Cresylechtviolett. Vorerst sei ein pH-gestufter Reihenversuch mit Bril- 
lantkresylblau wiedergegeben. 


Euglena geniculata, Brillantcresylblau 1 : 10.000: 

pH2,5: Schwimmbewegung wird sofort eingestellt; lebhafte Metabolie. Keine 
Farbung. 

pH3,i1: Nach 2 Minuten zart blauviolette Farbung des Periplasten. Zellen meist 
lebhaft metabolisch, wenige vollkommen ruhig. 

pH 4,5: Blauviolette Fairbung des Periplasten. 

pH5,3: Nach 5 Minuten tritt zu der blauvioletten Periplastenfarbung eine zarte, 
reinblaue Trépfchenspeicherung am Zellvorderende. 

pH9: Nach 5 Minuten deutliche reinblaue Trépfchenspeicherung in der ganzen 
Zelle; Periplast blauviolett gefirbt. 

pHii: Trépfchenspeicherung; Periplast kaum gefarbt. 

pH 12.5: Periplast ungefirbt. Nach 2 Minuten erscheinen im Plasma rund um die 
Hauptvakuole kleine blaue Farbstofftrépfchen. Sie treten nur spirlich auf. 


Wie der Versuch zeigt, kann Brillantkresylblau in einem weiten pH-Be- 
reich gleichzeitig den Periplasten farben als auch in Trépfchenform im 
Plasma gespeichert werden. Reihenversuche mit pH-gestuften Lésun- 
gen von Brillantkresylblau, an anderen Euglenaceen ausgefiihrt,. ergaben 
aihnliche Resultate. In den folgenden Versuchen wurde mit Brillankresyl- 
blau 1 : 10.000, pH 11.5, die Art und Weise der Farbspeicherung bei den ein- 
zelnen Euglenaceen untersucht: 

Euglena viridis speichert wie Euglena geniculata den Farbstoff ebenfalls 
in Form kleinster Trépfchen im Plasma, besonders am Zellvorderende. In 
gleicher Weise entstehen Farbstofftrépfchen auch im Plasma von Euglena 
deses, E. halophila, E. acus und E. sp. (RMK). Sie sind stets an den Zell- 
enden, vornehmlich am Vorderende zu finden. 

Phacus longicauda, Ph. pleuronectes, Ph. triqueter, Ph. alata, Euglena 
spirogyra, E. tripteris, E. oxyuris speichern Brillantkresylblau aus stark 
alkalischer Lésung in geringer Menge in Form kleinster Trépfchen, welche 
sich meist regellos in der Zelle vorfinden. Unter den Phacus-Arten fiel 
wiederum Phacus pyrum durch seine grofen Farbstoffkugeln beiderseits 
der Paramylonringe auf. Lepocinclis texta und L. ooum farben sich ahnlich 
wie die meisten Phacus-Arten. Die Trépfchen sind hier lediglich im inneren 
Teil der Zelle angehauft, waihrend das periphere Plasma frei von Farbstoff- 
aggregaten ist. 


Ein abweichendes Fiarbverhalten fand ich einmal an Phacus acuminatus. 
Die frischen Proben verhielten sich bei Farbung mit Brillantkresylblau 
1: 10.000 vorerst wie die iibrigen Vertreter dieser Gattung. Es entstanden 
kleine, unregelmafRig im Plasma verteilte Trépfchen. Das Material wurde 
nun 14 Tage in einem dunklen Raum kultiviert. Die Zellen hatten nach die- 
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ser Zeit die griine Farbung zum Teil oder giinzlich verloren. Im Zellinneren 
waren zahlreiche Vakuolen zu beobachten, alle Zellen waren am Leben, 
viele schwammen dem Licht zu, auch die iibrigen machten einen gesunden 
Kindruck. Es war meist reichlich Himatochrom vorhanden. 

Bei Vitalfairbung dieser ganz oder teilweise chlorotischen Zellen mit 
Brillantkresylblau 1 : 10.000, pH 12,5, entstanden in den Zellen nach 2 Minu- 
ten zahlreiche ringférmige Anhaufungen violetter Farbstoff- 
trépfchen (Abb. 8). In noch chlorophyllfiihrenden Zellteilen traten solche 
Trépfchen nicht auf. Der End- 
stachel war haufig innerhalb der 
Pelicula diffus blau gefirbt. 


Abb. 8. Phacus acuminatus, Teil- Abb. 9. Euglena viridis. Neutralrot 


weise chlorotische Zelle nach Fairbung 

mit Brillantkresylblau 1: 10.000. 

pH 12,5). In den Vakuolen des chloro- 

plastenfreien Zellieiles entstehen 

zahlreiche violette Farbstofftrépf- 

chen. In der Zellmitte Himatochrom- 
brocken. 


(1: 10.000, pH 7,8). Zelle in metabolischer 

Bewegung. Trépfchenspeicherung im 

Plasma. Die plasmatische Hiille der 

Geifel ist zu einem Koagulationstropfen 

zusammengeflossen. Dieser rotgefiarbte 

Tropfen wird von dem farblos gebliebe- 
nen Achsenfaden uwmwunden. 


In ahnlicher Weise wie Brillankresylblau wird Toluidinblau von der 
Euglena-Zelle aufgenommen. Ein pH-gestufter Reihenversuch ergab an 
Euglena halophila Periplastenfarbung von pH 3 und pH 6. Schon oberhalb 
pH 6 bleibt eine Farbung des Periplasten meist aus, an ihre Stelle tritt 
Trépfchenspeicherung im Plasma. Die Farbebilder bei den einzelnen Arten 
gleichen ungefahr denen bei Farbung mit Brillantkresylblau. — 

Bei langerer Farbedauer werden haufig die Geifeln sonderbar veran- 
dert: An zur Ruhe gekommenen Zellen sind an der Geifelspitze ein oder 
auch zwei groe, lebhaft gefarbte Tropfen zu sehen. Um diese ge- 
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farbten Kugeln herum windei sich ein farbloser Faden (Abb. 9). Ich 
beobachtete diese Erscheinung verschiedentlich an Euglena viridis und 
Euglena geniculata nach Farbung mit Neutralrot, Neutralviolett, Rhoda- 
minB und Brillantkresylblau. Die Fiarbung ist mit 0,2 Mol CaCl, nicht 
auswaschbar. Solcherart veriinderte Geiffeln kénnen noch lebhaft zuckende 
Bewegungen ausfiihren. Bei den gefarbten Tropfen diirfte es sich um 
Geifelplasma handeln, welches bei Schiidigung der Geifel an der Spitze 
zusammenflieft, wihrend der plasmatische Achsenfaden diese Kugeln um- 
windet (vgl. Giinther 1927, Mainx 1927, S. 310). 

Mit Thionin wurden einzelne Arten vergleichend gefarbt. Auch hier trat 
Trépfchenspeicherung in gewohnter Weise auf. Es entsiehen meist nur 
wenige, kleine, unter sich ungefiihr gleich grofe Kiigelchen. Sie sind bei den 
Euglenen am Vorderende zahlreicher als in den hinteren Zellregionen. Bei 
den Phacus-Arien sind Farbstoffaggregate in der ganzen Zelle unregel- 
maBig verteilt. 

Das von Stiegler in die Fiarbetechnik eingefiihrte Cresylechtviolett 
wurde wegen seiner deutlich schiidigenden Wirkung zur Vitalfarbung wenig 
verwendet. Es bildet im Plasma wenige, violettblaue Trépfchen. Auffallend 
war das besonders starke Anschwellen der Hauptvakuole bei 
allen untersuchien Euglenaceen, nachdem sie in eine Lésung von Cresyl- 
echiviolett 1: 10.000 eingebracht wurden. — 


Zusammenfassend ist iiber die angefiihrten blauen basischen Vitalfarb- 
stoffe zu sagen: Der Periplast fiarbt sich mit diesen Farbstoffen stets 
elektroadsorptiv metachromatisch. Im Plasma werden sie in 
Trépfchenform in verschieden starkem Ausmaf gespeichert, doch allgemein 
bedeutend schwacher als etwa Neutralrot oder Neutralviolett. Die Trépf- 
chen treten vor allem am Vorderende auf; sie werden bei langerer Farbe- 
dauer weder zahlreicher noch gré8er. Eine Fiarbung der Hauptvakuole 
konnte ich bei meinen untersuchten Arten mit Brillantkresylblau selten, 
mit den iibrigen blauen Farbstoffen nie erreichen. Alle verwendeten basi- 
schen Farbstoffe bewirkten nach einiger Zeit ein Anschwellen der 
Hauptvakuole. Diese Veranderung des Reservoirs geht nach ungefahr 
20 Minuten wieder zuriick. Eine Kontraktion der Chloroplasten trat auch 
bei Vitalfiirbung mit den blauen basischen Farbstoffen stets ein. 


Zusammenfassung und Besprechung 


In der vorliegenden Arbeit wurde iiber Vitalfarbung mit basischen Farb- 
stoffen an Eugleninen berichtet. Unter Anwendung pH-gestufter Farbbad- 
reihen konnte eine prinzipielle Ubereinstimmung im Farbeverhalten von 
toten Zellwiinden und der Kérperhiille der Eugleninen gefunden werden: 
Der Periplast ist in dhnlicher Weise wie die Membranen aller 
iibrigen Pflanzen durch Farbkationen farbbar. In das Zell- 
innere der Euglenen kénnen nur Farbmolekiile eindringen. Wichtig erscheint 
es, daf ein isoelektrischer Punkt. d. h. eine Umladung der Substanz des 
Periplasten erreicht werden kann. wihrend dies bei den Zellulosemembranen 
der héheren Pflanzen in der Regel nicht méglich ist. Diese besitzen lediglich 
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einen Entladungspunkt (EP), unterhalb dessen weder basische noch saure 
Farbstoffe aufgenommen werden. Die Farbung des Periplasten ist stets eine 
elektroadsorptive, wie durch die Entfirbbarkeit mit CaCl,-Lésungen ge- 
zeigt wurde. Auch die metachromatischen Farbungen dieser Zellorganelle 
bei Verwendung blauer basischer Farbstoffe deuten darauf hin. Am Peri- 
plasten wurde auf vitalem Wege ein isoelektrischer Punkt (IEP) ermittelt, 
welcher um pH 3 (3,1—3,3) gelegen ist, bei Euglena spirogyra dagegen be- 
deutend niedriger liegt. Bei dieser Art entspricht der niedrige IEP wahr- 
scheinlich der Fahigkeit des Periplasten, Eisenoxydhydrat zu speichern. Die 
schon von Klebs gefundene Tatsache, wonach die Kérperhiille der meta- 
bolischen Euglenen mit basischen Farbstoffen meist farbbar, die der starren 
Eugleninen nicht farbbar ist, konnte mittels moderner Farbemethoden be- 
statigt werden. Im Falle der starken Farbbarkeit der K6érperhiille von 
Lepocinclis ooum, einer starren Euglenine, ist ein Zusammenhang zwischen 
Farbbarkeit des Periplasten und dessen Fahigkeit zur Eisenspeicherung an- 
zunehmen. 

Aus molekularen, permeierfahigen Farbstofflésungen werden die Farb- 
stoffe von den Eugleninen meist in Trépfchenform im Plasma ge- 
speichert. Die Hauptvakuole ist allgemein nur schwach farbbar; das erklart 
sich wohl dadurch, daft sie von Zeit zu Zeit entleert wird, eine Farbspeiche- 
rung in gréferem Mafe daher nicht méglich ist. 

Eine allgemeine Erscheinung ist das leichte Anschwellen der Haupt- 
vakuole in der Farbliésung *. Rein auRerlich gleicht der Vorgang der schon 
mehrfach beschriebenen VergréRerung des Reservoirs in hypertonischen 
Lésungen (Klebs 1883, K. u. L. Héfler 1952, Hilmbauer 1954), Damit 
hat das leichte Anschwellen der Hauptvakuole in den Farblésungen jedoch 
nichts gemein. Der Effekt ist in diesem Falle kein osmotischer, sondern 
er beruht offenbar auf einer Reizwirkung des Farbstoffes. Nach Ham- 
burger (1911) hatte der von ihr beschriebene ,,Sphinkter“ um den Schlund- 
trichter die Funktion, durch Kontraktion den Schlundkanal zu schliefen, um 
das Eindringen schadlicher Stoffe in das Zellinnere (Vakuole) zu verhindern. 
Nimmt man an, daft die Nebenvakuolen noch Fliissigkeit in das Reservoir 
ergieRen, dieses aber durch Kontraktion des Sphinkters von der Aufenwelt 
abgeschlossen ist, so ist das Anschwellen der Hauptvakuole damit erklirt. 
Prinzipiell gleich hat Klebs das Anschwellen der Hauptvakuole in hyper- 
tonischen Lisungen gedeutet. Demnach ware die Hauptvakuole im Hyper- 
tonikum unfahig, sich zu entleeren, wihrend die Nebenvakuolen noch einige 
Zeit Fliissigkeit in das Reservoir ergiefen und dieses dadurch anschwillt. 
Fiir den Fall des Anschwellens des Reservoirs im Hypertonikum ist die 
von Klebs gegebene Erklairung nicht vollig befriedigend (s. K. und L. H6f- 
ler 1952, S. 99). Die VergréRerung der Hauptvakuole in Farbstofflésungen 
ist dagegen auf diese Weise wohl am ehesten zu verstehen. 


“Nach Giinther (1927) ist die Hauptvakuole der Euglenen Giftstoffen gegen- 
iiber besonders empfindlich. Bei Behandlung der Zellen mit solchen Stoffen beob- 
achtete er je nach dem Pulsationsstadium ein Aufblahen oder ein Zusammenschnii- 
ren der Hauptvakuole. 
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Der Einflu8 der Askorbinsaure auf die Assimilation und 
Atmung hoherer Pflanzen 


Von 
Herbert Luger 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Miinchen 


(Die Versuchsprotokolle kénnen vom Verfasser angefordert werden) 
Mit 23 Textabbildungen 
(Eingelangt am 8. April 1954) 
Einleitung 


Die Askorbinsaure ist ein Stoff, den wir in allen autotrophen héheren 
Pflanzen vorfinden. Bei den Heterotrophen kann sie fehlen. Es liegt des- 
halb die Vermutung sehr nahe, dafi sie mit den Lebensvorgiingen der 
griinen Pflanze in engstem Zusammenhang stent. 


Betrachtet man das Askorbinsiuremolekiil vom Standpunkit des Chemikers 
aus, so kann man es als kohlehydratahnlichen Alkohol und als En-di-ol mit zwei 
leicht abspaltbaren, aciden Wasserstoffatomen charakterisieren. Damit sind aber 
die chemischen Eigenschaften dieses interessanten Stoffes noch nicht hinreichend 
gekennzeichnet. Die Askorbinsiure vermag vielmehr noch eine Reihe von Ver- 
bindungen einzugehen, die insbesondere fiir ihre physiologischhe Wirksamkeit von 
gréBter Bedeutung sein kénnen. Dazu gehért vor allem die Bindungsméglichkeit 
an Eiweif (Askorbinogen) (vgl. Holtz und Reichel 1940). Neuere russische 
Arbeiten (Goldstein und Volkenson 1947) berichten von einer Bindung der 
Askorbinsiiure an Nukleinsiure iiber leicht abspaltbares Eisen. Besonders be- 
merkenswert ist in diesem Zusammenhang auch die Bindung Askorbinsdure- 
Chlorophyll. Schon Rakshit (1938) hat eine derartige Verbindung angenommen. 
Nach Krassnowski und Brin (1950) besitzt dieses System eine grofe Be- 
deutung als lichtabhingiger Redoxkérper. 


Uber die Lokalisation der Askorbinséure im Pflanzenkérper war man 
sich lange nicht einig. Manche Forscher fiihrten die sogenannte Molisch- 
Reaktion (Silberreduktion in den Chloroplasten) auf die Reduktionskraft 
des Vitamin C zuriik (Weber 1937). Bukatsch (1939/40) konnte nach- 
weisen, daf der Extrakt aus durch Zentrifugieren abgetrennten, gewasche- 
nen Chloroplasten Askorbinsiure enthielt. Andere Forscher (z. B. Miri- 
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manoff 1938) fiihrten die Molisch-Reaktion auf andere Stoffe zuriick. 
Neuerdings ist nun durch die Arbeiten von-Metzner (1952) einwandfrei 
erwiesen, daft die Silberreduktion nur durch das Vorhandensein von 
Askorbinsiiure in den Chloroplasten zu erklaren ist. Das erscheint jetzt 
um so wichtiger, als von Arnon (1948) in den Chloroplasten von Beta 
vulgaris eine kupferhaltige Polyphenoloxydase entdeckt wurde, welche 
hefahigt ist, Askorbinsiure zu oxydieren. Somit erscheint die Méglichkeit 
einer reversiblen Redoxfunktion der Askorbinsaéure in den Chloroplasten 
gegeben. 

Auf Grund vieler Beobachtungen war auch die Vermutung eines ursadchlichen 
Zusammenhanges zwischen Chlorophyllgehalt und Vitamin-C-Gehalt in den Assi- 
milationsgeweben der Pflanzen sehr naheliegend. Am auffialligsten war die As- 
korbinsiiure-Chlorophyll-Relation beim Vergleich der Vitamin-C-Gehalte normal- 
griiner Blatter mit den Vitamin-C-Gehalten etiolierter Blatter zu beobachten 
(Giroud 1938). Bukatsch berichtet 1943 und 1952 iiber einen héheren Vitamin- 
C-Gehalt der Sonnenblatter gegeniiber dem von Schattenblattern mehrerer Arten. 
Die Befunde wurden von seiner Schiilerin Moser (1950) bestitigt. 


Zusammenhinge zwischen Askorbinséuregehalt und Atmung waren 
ebenfalls schon des 6fteren Gegenstand von Untersuchungen. Besonders 
Medawara (1950) hat eine Proportionalitat zwischen Askorbinsauregehalt 
und Atmung vermutet. Bukatsch (1952) hat an verschiedenen Objekten 
gemessen, daf héherer Askorbinsaiuregehalt mit erhdhter Atmung verbun- 
den war. Franke (1952) hat eine Beeinflussung der Atmung von Keim- 
lingen durch Askorbinsaurezufuhr beobachtet. 


Auch eine Wirkung der Askorbinséiure auf das Pflanzenwachstum ist mehr- 
fach beschrieben worden. So hat Ondratschek (1940 und 1942) ein vermehrtes 
Wachstum autotropher Algen bei Zugabe von Vitamin C zur Niahrlésung beob- 
achten kénnen. Weil die zugesetzten Vitaminmengen viel zu gering waren, um als 
Baustoff verwertet werden zu kénnen, ist anzunehmen, daf diese Wirkung auf 
eine gesteigerte Assimilationstatigkeit zuriickgeht. In eingehenden Versuchsreihen 
hat v. Hausen (1936) beobachtet. da bei Zusatz von Askorbinséure zu Wasser- 
kulturen sowohl Lingenwachstum als auch Trockengewicht erhéht waren. 


Auf Grund all dieser Befunde kann man folgern, da die Askorbin- 
sdure ein physiologisch sehr bedeutsamer Pflanzenstoff ist. Schon der Ent- 
decker der Askorbinséure. Szentgy6érgyi (1925), hat darauf hingewiesen, 
daB die leicht verschiebbaren Wasserstoffatome der Verbindung wohl in 
erster Linie die vitaminartigen Wirkungen dieses Stoffes im heterotrophen 
Organismus hervorrufen. Sicherlich wird dieser Eigenschaft auch im Le- 
bensgeschehen der griinen Pflanze eine magebende Bedeutung zukommen. 


Die vorliegende Arbeit nahm ihren Ausgang von Untersuchungen, 
welche die quantitativen Beziehungen zwischen Blattpigmenigehalt 


und Vitamin-C-Gehalt bei verschiedener mineralischer Ernaihrung zum 
Gegenstand hatten. Uber diese Arbeit wurde an anderer Stelle (Bukatsch 
1951) berichtet. Als interessantes Ergebnis dieser Untersuchungen sei hier 
nur erwahnt, da® bei allen Versuchspflanzen die Kalimangelkulturen und 
die Phosphormangelkulturen sowohl einen gesteigerten Chlorophyllgehalt 
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als auch einen erhdhten Vitamin-C-Gehalt zeigten. Ahnliche Ergebnisse 
wurden von Watson und Noggle (1947) erhalten. 

Da schon friiher beobachtet wurde (Gassner und Goeze 1934), daf 
Kalimangel eine Steigerung der Assimilationsintensitat bei héheren Pflan- 
zen hervorruft, tauchte die Frage auf, ob der Askorbinsauregehalt einer 
Pflanze mit ihrer Assimilationsintensitét im Zusammenhang steht. 

Fiir die experimentelle Behandlung dieser Frage wurde aber nicht der 
Versuch mit Mangelpflanzen angestellt, sondern ein anderer Weg be- 
schritten. 


Vergleichende Assimilationsmessungen 


1. Methode 


Bukatsch hat 1952 gefunden. daf® man bei Seerosenblittern eine betrachtliche 
Erhéhung des Vitamin-C-Gehaltes erzielen kann, wenn man diese Blatter einfach 
auf einer ..Cebion“-Lésung schwimmen 1la8t. Wahrscheinlich erfolgt neben der 
Aufnahme durch den Stengel auch eine Aufnahme durch die Hydropoten (Griiss 
1927). Lésungen, die 1 Gramm pro Liter reine Askorbinsiure enthielten, erwiesen 
sich bei den Versuchen als geeignet fiir die ..Fiitterung™ der Blatter. Bei spateren 
Versuchen stellte sich heraus, da® nicht nur bei Schwimmblittern eine derartige 
Vitamin-C-Anreicherung erzielt werden kann, sondern da® sich audi bei Land- 
pflanzen der Askorbinsdéuregehalt deutlich durch Fiitterung, wenn auch nicht in 
dem Ausmaf wie bei den Seerosenschwimmblittern, erhéhen laRt. Dazu wurden 
die Blatter mit dem Stengel unter Wasser abgeschnitten und in Askorbinsaure- 
lésungen gestellt. Unter geeigneten Bedingungen (hell, geringe relative Feuchtig- 
keit) erfolgte eine deutlich erkennbare Aufnahme von Askorbinsaure. Diese Auf- 
nahme erfolgte mit Sicherheit durch den Transpirationsstrom; die aufgenommenen 
Mengen waren bei geringerer relativer Feuchtigkeit gréfer als bei hohem Wasser- 
dampfgehalt der Luft. Auch vom Licht erwies sich die aufgenommené Menge ab- 
haingig (Spaltéffnungsweite). 

Auf diese Weise konnte man also Blatter mit ungewéhnlich hohem Askorbin- 
siuregehalt bekommen. Es sollten nun die AssimilationsgréBen dieser Blatter ver- 
glichhen werden mit denen von Blattern in normalem Zustand. 

Zur Assimilationsmessung diente eine Versuchsanordnung, welche zum Teil von 
Bukatsch (1952) fiir Atmungsmessungen verwendet worden war (Abb, 1). 

Durch zwei ..Aerator“-Membranpumpen (M; und M2) wurden zwei Luftstréme 
erzeugt. Die sehr konstant arbeitenden Pumpen wurden mit Hilfe zweier Ka- 
pillarstrémungsmesser (R: und R2) in ihrer Tatigkeit dauernd tiberwacht; falls 
sich eine Verinderung der Pumpleistung zeigte. wurde diese sofort korrigiert. 
Damit war also gewiahrleistet. daB die beiden Luftstrémungen stets gleich stark 
waren, was fiir die richtige Durchfiihrung der Vergleicisversuche unumgianglich 
notwendig war. 

Der eine Luftstrom wurde dann iiber das zu untersuchende Blatt geleitet. 
Zu diesem Zweck befand sich dieses Blatt in einer runden Blechkiivette von 
ca. 15cm Durchmesser. Die Kiivette wurde von oben her durch eine luftdicht 
abschlieRende Glasplatte hindurch von einer 500 Watt starken ..Osram-Vitalux*- 
Lampe mit Reflektor beleuchtet. Wenn die Beleuchtungsstiirke bei den Versuchen 
nicht eigens angegeben ist. betrug sie 30.000 Lux. 
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Zur Aufrechterhaltung der Temperatur wurde die Kiivetie in ein Glasaquarium 
gestellt und ununterbrochen von einem Wasserstrom gekiihlt. Auf diese Weise 
war es méglich, die Temperatur in der Kiivette bei 23 + 1°C konstant zu halten. 


Nach dem Passieren der Kiivette wurde der Luftstrom iiber die Pumpe ebenso 
wie der Kontrolluftstrom in eine Absorptionsréhre geleitet:; Dort befand sich eine 
genau abgemessene Menge 1/22 n-Barytlauge, mit einer Spur Butanol versetzt. Der 
Butanolzusatz diente der verbesserten Verteilung des Gasstromes in der Fliissig- 
keit. 

Die Kélbchen, in welche die Barytlauge nach der Absorption abgelassen wurde. 
waren vorher durch einen CO2-freien Luftstrom (Durchblasen durch einen Natron- 
kalkturm) kohlensiurefrei gemacht. Unter Ausschlu® von Luftkohlensdiure wurde 
dann die Barytlauge mit 1/44n-Oxalsiure riicktitriert. Als Indi- 
kator diente dabei Phenolphthalein. Aus der Differenz. die sich 
aus der Titration der beiden Barytlaugemengen ergab, wurde die 


Hoéhe des vom Versuchsblatt aufgenommenen Kohlensiurebetrages 
ermittelt. 



















































































Abb. 1. 


Bei zehn Parallelversuchen an gleichem Material ergab sich bei dieser Methode 
eine mittlere Fehlerbreite von 8.3%. 

Bei dieser Arbeitsweise konnte aber ein Blatt immer nur entweder fiir At- 
mungs- oder Assimilationsmessung verwendet werden. Da aber sorgfaltig auf 
gleichhe Verbehandlung geachtet. wurde und die Blitter stets von der gleichen 
Pilanze stammten, wurde diese Fehlerquelle auf ein Minimum reduziert. 

Zur Bestimmung der Askorbinsiure wurden die Blatter mit ecisenfreiem Quarz- 
sand in 20%iger Metaphosphorsiure zerrieben. Nach zehnfacher Verdiinnung mit 
destilliertem Wasser erfolgte die Titration eines aliquoten Teiles der Lésung mit 
ziemlich konzentrierter (0.1g in 30cm* Wasser) 2, 6-Dichlorphenolindophenol- 
Lésung. Die Titration erfolgte aus einer Mikrobiirette so lange, bis keine rasche 
Entfairbung mehr eintrat. 

Zur Bestimmung der Dehydroaskorbinsdure diente eine vorhergehende Reduk- 
tion des Pflanzenauszuges mit Schwefelwasserstoff, nach Vertreibung des Schwefel- 
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wasserstoffs durch einen Kohlensdurestrom wurde der Extrakt titriert. Die Diffe- 
renz der Titrationen vor und nach der Reduktion ergab den Gehalt an Dehydro- 
askorbinsiaure, 

Als BezugsgréRe fiir die Assimilationswerte wurde das Frischgewicht gewahlt. 
Diese BezugsgréBe scheint 
sich auch fiir den Vergleich 
der Assimilationsgré8en 
verschiedener Arten besser 
zu eignen, da die Dicke des 
Blattes mit beriicksichtigt 
wird, was beim Bezug auf 
die Flache nicht zutrifft. 

Die Pflanzen, die fiir die 
Versuche verwendet wur- 
den, stammten aus dem Ge- 
wachshaus oder dem Frei- 
land des Botanischen Gar- 
tens in Miinchen. 
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lung (Abb. 2) ersichtlich. 

Apparente Assimilation verschiedener Nymphaea-Arten mit und 
ohne Askorbinsdurefiitterung. 

Behandlungszeit mit A.S.: 6 Std. Assimilation in mg CO»/g Blatt. 

Assimilationsdauer: 10 Min. 
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I: Nymphaea Sansiveriensis; 11: Nymphaea lotus; Ill: Nymphaea stellata; 
IV: Nymphaea mexicana. 
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Wiahrend dieser Versuche hatten die Blatter folgenden Askorbinsaure- 


gehalt (siehe Abb. 3): 


Ein grundlegend anderes Bild ergab sich bei einer Askorbinsaureein- 
wirkungszeit von 48 Stunden (siehe Abb. 4): 
Askorbinsiuregehalt. App. Assimilation 
Behandlungszeit mit A.S.: 48. Std. mg CO:/g Blatt wahrend 10 Min. 
I: Nymphaea Sansiveriensis; 11: Nymphaea lotus. 


Es war also offensichtlich nicht gleichgiiltig, wie lange die Askorbin- 
siure auf das Blattgewebe einwirkte. Wahrend bei kiirzeren Einwirkungs- 
zeiten eine deutliche Férderung zu beobachten war. erniedrigte lange 
Askorbinsiureeinwirkung die AssimilationsgréRe. 


B. Versuche an Freiland-Seerosen 


Die fiir diese Versuche verwendeten Pflanzen entstammien dem grofen 
Nymphaeaceen-Becken im Schmuckhof des Botanischen Gartens in Miinchen. 
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Abb. 5. Nymphaea alba cult. Froebeli. 


Bei der Durchfiihrung dieser Versuche wurden von vornherein ver- 
schiedene Einwirkungszeiten in Betracht gezogen. 

Um zu untersuchen, ob die assimilationsférdernde Wirkung der Askor- 
binséure auf eine pH-Verschiebung zuriickgeht oder ob eine spezifische 
Wirkung des Vitamin C vorliegt, wurden die Kontrollblatter auf eine 
Zitronensaure- oder Oxalsaurelésung gegeben, die den gleichen pH-Wert 
wie die zur Fiitterung verwendete Askorbinsaurelésung besaf. 

Die Klarung dieser Frage war grundsatzlich wichtig, denn die assimi- 
lationsférdernde Wirkung der Askorbinséiure wurde von Egle (1950) als 
reiner pH-Effekt hingestellt. beruhend auf einer angeblich besseren CO,- 
Versorgung von Wasserpflanzen. 

Aus den folgenden Diagrammen sind die Werte fiir die reelle Assimi- 
lation sowie der Askorbinsauregehalt ersichtlich. 
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Abb. 6. Nymphae-Bastard cult. William Frobisher (N. marlia- 
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Abb. 7. Nymphaea-Bastard cult. Murillo. 
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Abb. 8. Nymphaea lucida. 
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C. Versuche an Landpflanzen 


Da die Askorbinsiureaufnahme mit dem Transpirationsstrom erfolgte, 
lag die Vermutung nahe, daf auch die Blatter von Landpflanzen zur Fiitte- 
rung geeignet seien. Der ersie ~~ 
Versuch dieser Art wurde mit 7% 


Pelargonienbliattern durchge- 245 N jan ese ies-tag 
° e [ ] 4, {A 
fiihrt. Bei diesem Versuch war 


die Versuchsanordnung noch 
nicht so vervollkommnet wie 
eingangs  beschrieben. Hier 
wurden einfach verschiedene 
Blatter der gleichen Pflanze 
verschieden lang mit Askorbin- 3 : r 4 
saure behandelt und dann so- Behandlungszert 
fort die Assimilationsmessun- Abb. 9. Apparente Assimilation von Pelargo- 
gen durchgefiihrt. Parallel zu nium (ig Blatt 10 Minuten Assimilationszeit). 
diesen Proben wurden Kon- 

trollblitter mit Oxalsdiurelésung von gleichem pH gefiittert. 

Das Versuchsergebnis ist in Abb. 9 und 10 niedergelegt. 

Eine eindeutige Reaktion zeig- 
ten auch die Blatter von Acer 
insigne, die schon sehr friihzeitig 
entwickelt waren. Die Versuche an 
dieser Pflanze wurden um den 
20. April 1952 durchgefiihrt. Die 
Versuchsergebnisse sind aus Abb. 
11 ersichtlich. 

Bei dieser Versucispflanze 
\ \ N \ fallt auch auf, da® die Atmungs- 
\ \ werte relativ hoch sind. Es ist 
\ XX 
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sicher anzunehmen, daft diese 
5 2 2 , Erscheinung auf die Jahreszeit 
Behantlungszet zuriickzufiihren ist. 
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mit Askorbiosdure behandelt Entsprechende Versuche wur- 
CT wit Oxalsdure behandelt den noch an folgenden Pflanzen 


durchgefiihrt: 
Abb. 10. Askorbinsaéuregehalt bei Fiitterung  7jjja spectabilis (Abb. 12). 


von Pelargonien. Parthenocissus Veitchii (Abb. 13). 
Aristolochia sipho (Abb. 14). 

Die Behandlung mit Askorbinsaure zeigt also bei nahezu allen unter- 
suchien Objekten einen deutlich sichtbaren EinfluBb: 

In den ersten Stunden der Einwirkung erfolgt ein starker Anstieg der 
Assimilationsintensitat. Dieser Anstieg ist weit gréBer als der als ..Induk- 
tionsperiode” deutbare und bekannie Assimilationsanstieg der Koniroll- 
blatier. 

Bei fast allen untersuchten Pflanzen wurde bei 3 Stunden ein Maximum 
der reellen Assimilation erreicht. Abweichend davon verhielt sich nur Par- 
thenocissus. 
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falli. Der GroBteil der untersuchten Landpflanzenblatier zeigt jedoch keine 
absolute Ubereinstimmung der beiden Maxima. Diese Abweichung ]aRt sich 
wohl durch die gegeniiber den Schwimmblattern viel langsamere Aufnahme 


von Askorbinsiure ausschlieBlich durch den Stiel erkliren. 


Da bei diesen 
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Pflanzen das Assimilationsmaximum stets friiher liegt, kann angenommen 
werden, daft die fiir die Assimilation optimale Askorbinséurekonzentra- 
tion bei diesen Pflanzen bereits friiher erreicht wird und eine weitere Zu- 
fuhr sich nicht mehr férdernd auswirkt. Bei den Seerosenblattern jedoch 
besteht die Méglichkeit, da eine weitere Erhéhung des Askorbinsaure- 
spiegels iiber das in den Versuchen erreichte Ausmaft eine noch giinstigere 
Beeinflussung der Assimilation mit sich bringen kénnte. 

Auch auf die Atmung hat sich die Erhéhung des Askorbinsauregehaltes 
deutlich ausgewirkt. Askorbinsadureerhéhung hatte fast stets 
bemerkenswerte Atmungssteigerung zur Folge (vgl. Bu- 
katsch 1952). Im Gegensatz zur Assimilationssteigerung blieben jedoch 
die erhéhten Atmungswerte auch bei langeren Einwirkungszeiten erhalten. 


D. Versuche mit dem Ultrarotabsor ptionsschreiber 


Um die vorstehend beschriebenen Vorgiéinge mit einer moderneren, selbsttatig 
und genauer arbeitenden Methode zu iiberpriifen, wurden Blatter von Nymphaea 
mexicana (aus Gewiachshauskultur) in der bekannten Weise mit Askorbinsaure 
angereichert. Hierauf wurde deren Atmung und Assimilation sowie diejenige von 
Kontrollblattern mit dem Ultrarotabsorptionsschreiber (URAS) gemessen. 

Fiir die Uberlassung der Apparatur sowie fiir die jederzeit freundlich erteilten 
Ratschlage beziiglich ihrer Bedienung darf ich Herrn Prof. Dr. Huber, dem Leiter 
des Forstbotanischen Institutes der Universitét Miinchen, meinen Dank aus- 
sprechen. 

Die Verwendung des ,,URAS“ in der experimentellen Assimilationsforschung 
ist ja schon des 6fteren zur Diskussion gestanden (Egle und Schenk 1951). 

Die Versuchsanordnung entsprach der Abb.1; nur trat an Stelle der Baryt- 
laugenabsorptionsréhren die Absorptionsanlage fiir die Infrarotstrahlung mit den 
zugehérigen Nebenapparaturen. Da mir ein Gaswechselschreiber mit automatischer 
Umschaltung zur Verfiigung stand, konnten drei Gasstréme nebeneinander ana- 
lysiert werden. 

Die Werte der Kurven in Abb. 15 geben diese Versuchsreihe wieder. Alle 
Gr6éBen sind Mittelwerte von etwa zehn Messungen. 

An den Kurven sind in nahezu typischer Weise die Erscheinungen wieder- 
zuerkennen, die schon bei den friiher besprochenen Versuchen zu _ beobachten 
waren. So findet man deutlich die starke anfingliche Assimilationssteigerung, wah- 
rend nach einem in drei Stunden erreichten Maximum die Photosynthese stirker 
abfallt als bei der Kontrolle. Auch eine Atmungserhéhung, die langere Zeit be- 
stehen blieb, war festzustellen. 

Die Ergebnisse dieser Mefreihe haben also die im vorhergehenden Abschnitt 
besprochenen Versuche bestitigt. Auch mit dieser, sicher sehr genau arbeitenden 
Methode zeigte sich die bereits dargelegte Beeinflussung von Assimilation und 
Atmung bei Anreicherung von Blattern mit Vitamin-C-Lésungen. 


Um den Wirkungsmechanismus der Askorbinsaure in der griinen Pflan- 
zenzelle naiher zu analysieren, wurden noch folgende Untersuchungen 
durchgefiihrt: 

1. Priifung des pH-Wertes in der Zelle im Verlauf der ..Fiitterung*: 
2. quantitative Bestimmung des Chlorophyllgehaltes im Verlauf der 

..Fiitterung™: 
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quantitative Bestimmung des Kohlehydraigehalies im Verlauf der 
Fiitterung™: 
Messung der Plasmaviskositat bei Erhéhung des Askorbinsiuregehaltes. 


Reelle Assimilation von 
Nymphaea mexicana 
tn Verlaut der Askorbinsdureanreichering 


(mm C02 -Autnahine,. Ass.2e/¢ TMin. 
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II. Der pH-Wert des Zellsaftes im Verlauf der Askorbinsaurean- 
reicherung 


Egle (1950) ist auf Grund seiner Untersuchungen zu dem Schluf gekommen, 
die Assimilationserhéhungen einiger Wasserpflanzen bei Zugabe von Askorbin- 
siure in das Wasser, in dem sie schwammen. sei indirekt zuriickzufiihren auf 
eine Verainderung des pH-Wertes durch Freisetzung von CO. aus Bikarbonat. 
Um dieser Fehlerméglichkeit auszuweichen, wurden bei den vorher beschriebenen 
Versuchen die Kontrollblatter bei gleichem pH wie die gefiitterten Blatter gehalten. 
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Es war daher von vornherein nicht anzunehmen, daf die Atmungs- und Assimila- 
tionsinderungen durch pH-Verschiebungen zustande gekommen sind. Trotzdem 
wurde an einigen Pflanzen die Wasserstoffionenkonzentration der Prefsafte ver- 
schieden lang mit Askorbinséure behandelter Blatter festgestellt. 


Die Messungen wurden mit einer Chinhydron-Kalomelelektroden- 
anordnung fiir kleinste Fliissigkeitsmengen durchgefiihrt. 
Die Ergebnisse sind in nachfolgenden Tabellen zusammengefakt: 


Aristolochia sipho (mit Askorbinsiaure behandelt): 
Behandlungszeit 

Stunden 0 1 2 

5 


4 5 6 Z 
Zellsaft pH: 563 5,64 5: 5 


8 5,60 5,60 5,58 


3 
oy Soe 


Parthenocissus Veitchii (mit Askorbinséure behandelt): 
Behandlungszeit 
Stunden 0 1 2 3 
Zellsaft pH: 3,72 3.70 3.70 3.69 
Pelargonium (mit Askorbinséure behandelt): 
Behandlungszeit 
Stunden 5 
Zellsaft pH: 3, 5 i f ; 3.92 3,9: 3.92 3.92 


Es zeigte sich also, da keine wesentliche pH-Erniedrigung des Zell- 
saftes durch die Askorbinsaéurefiitterung erfolgte. Offensichtlich reicht das 
Pufferungsvermégen der Zelle aus, um die schwache Saure geniigend ab- 
zupuffern. 


III. Chlorophyllgehalt im Verlauf der Askorbinséurezufuhr 


Auf Grund zahlreicher Versuche an Griinalgen kam Algeus (1946) zu dem 
Schlu8, daf eine assimilationsf6rdernde Wirkung der Askorbinsiiure zwar vor- 
handen sei, da diese Wirkung aber indirekt iiber eine Erhéhung des Chloro- 
phyligehaltes erfolge. 

Es war zwar nicht zu erwarten, daf innerhalb der kurzen Einwirkungszeiten 
bei den vorliegenden Assimilationsversuchen eine Veriinderung des Chlorophyll- 
gehaltes stattfand; dennoch sollte an einem geeigneten Objekt diese Frage unter- 
sucht werden. 

Als Versuchsmaterial waren die gefingerten Blatter von Parthenocissus 
quinquefolia giinstig. 

Bei den Versuchen konnte nachgewiesen werden, 

dal} in allen Teilblattchen von Parthenocissus quinquefolia gleichviel 

Askorbinsiure und Chlorophyll vorhanden ist; 

daft eine gleichmatige Aufnahme von Askorbinsaure bei ..Fiitterung™ 

erfolgt. 

Nach verschiedenen Einwirkungszeiten von Askorbinsaéure wurde je ein 
Teilblattchen abgenommen und auf den Chlorophyllgehalt hin iiberpriift. 
200 mg Blattsubstanz ergaben in 20cm* Methanol extrahiert folgende Ex- 
tinktionswerte (E. 20 mm Schicht: Filter S. 66). Die kolorimetrische Messung 
erfolgte im Pulfrich-Photometer: 
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1. Teilblatt bei Std. Einw.-Zeit: 1,21 
1,16 
1,16 
He ct Yd 
E: 1,17 


Mittel aus je zehn Messungen von 
fiinf verschiedenen Blattern 


E 
E 
E: 
E 


Damit war also nachgewiesen, daf bei héheren Pflanzen innerhalb 
kiirzerer Einwirkungszeiten (bis zu 7 Stunden) kein nennenswerter Betrag 
an Chlorophyll durch Askorbinsaiureinwirkung abgebaut wird. aber auch 
von einem Aufbau keine Rede sein kann. 


IV. Kohlehydratgehalt der Blatter im Verlauf der Askorbinsaéurezufuhr 


Die Bestimmung der. Kohlehydrate erfolgte nach der Methode von Ber- 
trand (Klein 1931), also durch Reduktion von Cu” zu Cu’. Die Abnahme der 
Blatter erfolgie am friihen Morgen; zu einer Zeit also, in der noch keine nennens- 
werten Zuckermengen gebildet sein konnten. Die genau abgewogenen Blatter wur- 
den mit einer gemessenen Menge kochenden Wassers abgetiétet. Dabei kam es 
auch zur Ausfillung von stérenden. reduzierenden Eiweifstoffen. Nach dem Ver- 
reiben der Blatter und Filtrieren des Extraktes erfolgte die Einwirkung der 
Cu-(I1)-Seignettesalzlésung sowie der schwefelsauren Eisen-(II1)-Salzlésung in der 
vorgeschriebenen Konzentration und Zeit. Das entstehende Fe'* wurde mit 1/10 n- 
Kaliumpermanganatlésung riicktitriert. 

Auf diese Weise wurden jedoch nur die reduzierenden Monosaccharide erfabt. 
Um genaue Werte iiber die Kohlehydratbilanz zu erhalten, muften auch die 
vorhandenen Disaccharide und Polysaccharide (Starke) quantitativ bestimmt wer- 
den. Fiir die quantitative Analyse der Disaccharide wurde der Blattextrakt 
1 Stunde lang bei 100°C auf dem Wasserbad mit 20% iger Zitronensiure hydro- 
lysiert. Fiir die Bestimmung der Starke erfolgte eine Hydrolyse von 1 Stunde 
Dauer bei 100°C mit 25%iger Salzsdure (vgl. Marthaler 1934). 

Eine Schwierigkeit ergab sich bei diesen Untersuchungen insofern. als die 
wihrend der Fiitterung aufgenommene Askorbinsiure sich (bei Probeversuchen) 
als sehr wirksames Reduktionsmitiel erwies. Um also einwandfreie Kohlehydrat- 
werte zu erhalten. mufte die Askorbinsiure durch Titration mit 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol jeweils mitbestimmt werden. Eine empirisch ermittelte Eich- 
kurve gab dann jeweils dariiber AufschluB, welche Menge reduzierten Kupfers 
auf Askorbinsaiurereduktion zuriickzufiihren war. 

Bei den aus den folgenden Kurven ersichtlicien Werten sind die durch Askor- 
binsiure reduzierten Kupfermengen bereits abgezogen. Es handelt sich also um 
reine Kohlehydratreduktionen (Abb. 16—20). 

Bei den folgenden Diagrammen bedeutet: 

I. Monosaccharide (M). 
Il. Monosaccharide + Disaccharide (M + D), 
III. Monosaccharide + Disaccharide + Polysaccharide (Starke) (M+ D + P). 


Das Auffallendste an den erhalienen Werten ist zunichst das an- 
genahert gleichmafige Ansteigen von Kohlehydratgehalt und Askorbin- 
siuregehalt bis zu einem meist gemeinsamen Maximum nach drei Stunden 
Einwirkungszeit. 

Wie die Kurven zeigen, setzt nach etwa drei Stunden ein wesentlich ge- 
steigerter Umbau von Monosacchariden in Disaccharide und Polysaccharide 
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Abb. 16. Kohlenhydratgehalt im Verlauf 
der Askorbinsaurezufuhr bei Schwimmblat- 
tern von Nymphaea-Bastard William Fro- 
bisher. Fiitterung bei 20.000 LUX. mg Cu” 


reduziert von 1g Blattsubstanz. 
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ein. Vielleicht kann man sogar 
annehmen, daf dieser Umbau mit 
dem von diesem Zeitpunki an er- 
folgenden Absinken des Askor- 
binsdurespiegels im Zusammen- 
hang steht. Beim Vergleich mit 
der ungefiitterten (d. h. mit Zi- 
tronensaure behandelten) Kon- 
trolle wird diese Vermutung noch 
weiter verstarkt. Es scheint fast, 
als ob die Askorbinsaéure die Um- 
wandlung von Monosacchariden 
in Disaccharide direkt oder in- 
direkt beeinflussen wiirde. Viel- 
leicht kann man hier bei genaue- 
rer Untersuchung noch ein Ein- 
greifen der Askorbinsaéure in 
den Kohlehydratstoffwechsel der 
Pflanze ausfindig machen. Es be- 


AS. 


ng 4) 
AS. 
750 





Verlaut der Askorbiaséureanretcherung 
ta den Schwinmblsttern von 
Nymphaea-Bastard William Frobisher 
(20000 LUX). 
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Liaw.-zert 


Abb. 17. 





Kontroliversuch bel Nymphaea - Bastard 
William Frobisher. 
Kohlenhydratgehalt der Schwinmblitter 
be! Behandlung mit Zitronensdure. 
(20000 LUX) mg Cu" reduziert 
von 19 Blattsubstanz. 
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Verlaut der Askorbinsdureanreicherung 
tn den Bléttern von Aristolochia sipho 
(20000 LUX), 
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Abb. 19. 





Kohlenhydratgehalt im Verlauf der 
Askorbinséurezitihr bei Bléttern von 
Aristolochia sipho 


(20000 LUX). mg Cu” reduziert 


von 1g Blattsubstanz. 
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Abb. 18. 


Protoplasma, Bd. XLIV/2 
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Abb. 20. 
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steht aber auch die Méglichkeit, dai der Monosaccharidgehalt nur infolge 
der zunehmend gesteigerten Atmung absinkt. 


In ahnlichem Sinne lassen sich die Befunde von Moldtmann (1939/40) deuten. 
Dieser Autor beobachtete eine Erhéhung der Askorbinsiurekonzentration in der 
Pflanze bei kiinstlicher Zufuhr von Kohlehydraten, insbesondere von Glucose. Die- 
ses Ergebnis spricht sehr fiir eine Entstehung der Askorbinsdure aus Zuckern; sehr 
wahrscheinlich besteht in der Zelle ein Gleichgewicht: Askorbinsiure = Zucker. 

Hagen (1952) fand bei Untersuchungen iiber die Tagesrhythmik des Askor- 
binsiuregehaltes von héheren Pflanzen keine sicheren Beziehungen zwischen Kohle- 
hydrat- und Askorbinsiuregehalt. 


Das Verhalten der Versuchspflanzen war sehr stark davon abhingig, ob 
die Fiitterung bei starkem oder schwachem Licht durchgefiihrt wurde. Be- 
handelt man die Blitter bei schwachem (3000 Lux) oder sehr schwachem 
Licht (500 Lux) mit Askorbinsaure, so findet eine sehr viel geringere oder 
nahezu iiberhaupt keine Erhéhung des Kohlehydratgehaltes statt. Aller- 
dings ist auch hier der Askorbinsiurespiegel etwas weniger erhéht als bei 
Fiitterung in starkem Licht. 

Aus diesen Versuchsergebnissen kann man folgern, da die Erhéhung 
des Zuckergehaltes eine Folge der durch die Askorbinsaureeinwirkung her- 
vorgerufenen verstarkten Assimilation ist. Die Askorbinsiure wirkt 
also auf dem Weg iiber die Photosynthese auf den Kohle- 
hydratgehalt der Pflanze. 


An diesem Verhalten sieht man wieder die merkwiirdige Doppelstel- 
a PI 
lung der Askorbinsadure in der Pflanze: einerseits wird sie sicher iiber ge- 


wisse zuckerartige Verbindungen in der Pflanzenzelle gebildet, anderer- 
seits regt sie indirekt — iiber die Photosynthese — die Bildung von Kohle- 
hydraten an. Einerseits erscheint sie mittelbar als ein Assimilat, anderer- 
seits als ein wirksamer Beschleuniger des Assimilationsvorganges. 

Es erhebt sich nun die Frage, ob die Erhéhung des Kohlehydratgehaltes 
ausreicht. um das aus den Versuchen des ersten Abschnittes hervorgehende 
Absinken der CO,-Aufnahme nach etwa dreistiindiger oder laingerer Be- 
handlung mit Askorbinsiure durch Kohlehydratanreicherung zu deuten. 
Theoretisch ware es erklarlich, daf eine starke Erhéhung insbesondere der 
léslichen Kohlehydrate eine Assimilationsstauung hervorrufen kann. 

Um diese Frage zu untersuchen, wurden Seerosenblatter, anstatt wie 
bisher mit Askorbinsaiure, mit Glucoselésung (Verdiinnung 1: 1000) gefiit- 
tert. Das Ergebnis war folgendes: 

Nymphaea-Bastard cult. Wiliam Frobisher (N. marliacea ignea 
x N. leydeckeri) mit Glucoselésung behandelt. Assimilation und Atmung in 
mg CO, pro g Blatt und Minute: 

Relativer 
Glucosegehalt 
0 Std. 100% 0.314 0.526 0,212 

122% 0.288 0.510 0,222 


——— 


131% 0.264 0,495 0,234 


Behandlungszeit Appar. Ass. Reelle Ass. Atmung 
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Nymphaea alba cult. Froebeli (behandelt wie oben). 
Relativer 
Glucosegehalt 
0 Std. 100% 0,312 0,534 0,222 


Behandlungszeit Appar. Ass. Reelle Ass. Atmung 


og 127% 0,291 0,521 0,230 
135% 0,262 0.503 0,241 


Aus diesen Versuchen geht hervor, da& eine Erhéhung des Glucose- 
gehaltes von Blittern ein Absinken sowohl der apparenten als auch der 
reellen Assimilation bewirkt. Die Atmung der Blatter wurde durch Glucose- 
—— deutlich erhéht. Daraus ergeben sich zwei wichtige Gesichts- 
punkte: 


1. Das Absinken der Assimilationsintensitat nach dreistiindiger Behand- 
lung mit Askorbinsiure kann auf eine starke Glucoseanreicherung in der 
Zelle (als Folge einer verstarkten Photosynthese) zuriickgehen. 


2. Aus den Versuchen geht hervor, da die Wirkung der Askorbinsaure 
auf den Assimilationsvorgang eine grundlegend andere ist als die der 
Glucose. Ware die Askorbinséiure ein ..funktionsloses Assimilat* (vgl. 
Seybold u. Mehner 1948; Egle 1950), so miiBte die Wirkung auf die 
Assimilation aller Voraussicht nach ahnlich sein wie die der Glucose. Man 
kann schon rein theoretisch fordern, da die Konzentrationserhéhung eines 
Reaktionsproduktes nach dem Massenwirkungsgesetz das Gleichgewicht der 
Reaktion nach der anderen Seite hin verschiebt. In der Tat hat auch die 
Anreicherung mit Glucose eine Verschiebung des Gleichgewichtes nach 
links, d. h. eine Verminderung der CO,-Aufnahme ergeben. Da aber die 
Wirkung der Askorbinsdureanreicherung, wie in den vorausgehenden Ver- 
suchen beschrieben, eine prinzipiell andere war, kann Vitamin C nicht 
als bloBes Assimilat bezeichnet werden. 


V. Veriinderung der Plasmaviskositaét bei Askorbinséurezufuhr 


Bei den Askorbinsiiurebestimmungen war auffallend, daf& immer jener Blatt- 
extrakt leichter filtrierbar war, der mit Askorbinsaiure angereichert war. Es schien 
also, als ob die Viskositiit des Zellinhaltes durch Askorbinsiéurezufuhr erniedrigt 
wiirde. 

Um diese Erscheinung quantitativ verfolgen zu kénnen, wurde die von Strug- 
ger (1949) beschriebene Methode der Chloroplastenverlagerung durch Zentri- 
fugieren gewahlt. Da sich Schnitte durch das Blattgewebe wegen der Ungleich- 
artigkeit der Zellen als ungeeignet erwiesen, wurde die Chloroplastenverlagerung 
an Blattern des Wassermooses Fontinalis durchgefiihrt. Die zarten, aus nur einer 
Zellschicht aufgebauten Blattchen dieser Pflanze wurden zum Teil in Askorbin- 
siurelésung (Verdiinnung 1: 1000), zum Teil in Zitronensiurelésung von gleichem 
pH-Wert gelegt. Nach einer Einwirkungszeit von 2 bis 3 Stunden war ein deut- 
licher Unterschied in der Viskositat des Protoplasmas der beiden Proben nach- 
weisbar, Wiahrend bei der Kontrollprobe ein drei Minuten langes Zentrifugieren 
gerade den Beginn der Chloroplastenverlagerung erkennen lie&, waren die Chloro- 
plasten in der mit Askorbinsiure behandelten Probe langst deutlich verlagert. 
Die Tourenzahl der Zentrifuge betrug 1750/Min. 
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Eine Askorbinsaiurebestimmung ergab, daf der Gehalt in der mit 
Askorbinsaure behandelten Probe um 24% hoéher war als in der Kontrolle. 

Wichtig war bei diesen Versuchen, daft stets gleich alte Pflanzenteile 
miteinander verglichen wurden, denn mit zunehmendem Alter andert sich 
die Plasmaviskositat in der Zelle sehr stark. Auf den beiden Mikroaufnah- 
men (Abb. 22a, b) ist der Versuch wiedergegeben. Abb. 21 b zeigt die Kon- 
trolle, die mit Zitronensaure behandelt wurde. Bei der Kontrolle zeigen die 
Zellen des Blattrandes nach dem 150 Sekunden langen Zentrifugieren eine 
beginnende Chloroplastenverlagerung. Gegen die Mitte des Blattes zu ist 


Abb. 21a, b. 


noch keine Verainderung zu erkennen. Bei einem Moosblattchen, das genau 
so lange zentrifugiert wurde, sich jedoch vorher 2% Stunden in einer 
Askorbinsaurelésung (1: 1000) befand, hat in simtlichen Zellen das Zentri- 
fugieren eine weitgehende Verlagerung der Zellelemente hervorgerufen. 


Als weiteres Versuchsobjekt eigneten sich die ebenfalls nur aus einer Zellschicht 
aufgebauten Blatter von Triciomanes prolifer (Hymenophyllac.). Hier war be- 
sonders schén eine leichtere Zentrifugierbarkeit der leitbiindelnahen Zellen zu be- 
obachten. Offenbar war in diesen Zellen durch Zufuhr von den Leitbahnen her der 
Askorbinsauregehalt gréBer. 

Mit dieser Viskositiitsverminderung des Plasmas iibt die Askorbinsiiure wohl 
eine Art ,,Wuchsstoffwirkung” aus. Eine solche Wudchsstoffwirkung wurde schon 
von Raadts (1947/48) beobachtet und als Auxinaktivierung gedeutet. Mit der 
Erniedrigung der Viskositaét der lebenden Substanz wird eine tiefgreifende Wir- 
kung auf die gesamte Hydratur und Stoffwechsellage des Blattes verbunden sein. 
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Vermutlich wirkt diese Viskosititserniedrigung assimilationssteigernd, denn die 
Zufuhr von Nahrungsstoffen und die Abfuhr von Reaktionsprodukten diirfte da- 
durch wesentlich geférdert werden (vgl. Bukatsch 1937). Dennoch wird der 
starke Assimilationsanstieg auf diese Weise kaum erkliarlich sein. 

Durch die Wirkung der Askorbinsiure auf die Plasmaviskositaét werden wohl 
noch Nebenreaktionen hervorgerufen, die die Erforschung der Beziehungen zwi- 
schen Assimilation und Askorbinsiéure noch verwickelter gestalten. 


VI. Versuche mit isolierten Chloroplasten 


Fiir die moderne Assimilationsforschung hat sich neben der Verwendung 
radioaktiven Kohlenstoffs (., Tracer Method“) das Studium isolierter, be- 
lichteter Chloroplasten als einer der erfolgreichsten Wege erwiesen. Grund- 
legend fiir diese Forschungsrichtung waren die Arbeiten von Hill (1939, 
1940) sowie von Warburg (1946), aus denen sich ergeben hat, daf isolierte 
Chloroplasten im Licht gewisse Wasserstoffakzeptoren, wie Eisen-II]-salze 
oder Chinon, zu reduzieren imstande sind. 


Mit der Suche nach zelleigenen ,,Hill-Reagentien“ hat sich unter anderem auch 
Mehler (1951) beschaéftigt. Er hat nachgewiesen, da unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen (Ausschaltung von Cytochromoxydase) zelleigenes Cytochrom c als 
Wasserstoffakzeptor in Frage kommen kénnte. 

Besonders fruchtbar war auch das Versuchsergebnis von Tolmach (1951) so- 
wie von Vishinac und Ochoa (1951), welches gezeigt hat, daB auch Codehydrase 
(TPN) den von den Chloroplasten kommenden Wasserstoff aufnehmen kann. 
(Vgl. hiezu das Schema auf Seite 234.) 

Ausfiihrliche Daten iiber das Arbeiten mit isolierten Chloroplasten sind den 
Veroffentlihhungen von Clendenning und Gorham (1950; I, II, [II) zu ent- 
nehmen. 

Clendenning und Gorham erhielten bei ihren Versuchen cine Reduktion 
von Hill-Reagens auch im Dunkel, wenn zur Chloroplastensuspension neutrale 
Lésungen von Askorbinsdure, Glutathion oder Tanninen zugesetzt wurden. Lé- 
sungen reduzierender Zucker waren zu dieser Reaktion nicht befahigt. Als Hill- 
Reagens diente ein Gemisch von Ferrioxalat und Ferricyanid. Dieser Vorgang wird 
von den Autoren folgendermaBen formuliert: 

4 K3Fe(C204)3 + 2 RHe + 2 KoCoOq > 4 KyFe(C204)3 + 4 H* + 2 C204" + 2R 
Dabei kann z. B. RH2 Askorbinséiure und R Dehydroaskorbinsiure sein. 

Es konnte also durch Zusatz dieser Wasserstoffdonatoren auch im Dunkel ein 
Reaktionsverlauf ahnlich wie bei der Hill-Reaktion erzielt werden. Der Haupt- 
unterschied liegt nur in der verschiedenen Herkunft des Wasserstoffs. 

Hill-Reaktion: 


4 K3Fe(C204)3 + 2 HoO + 2 KoCoO,4 Licht 


> 4 K4Fe(C204)3 + 4H’ + 2 C204" + Oo 

Eine besondere Beachtung gebiihrt auch den bereits erwahnien Arbeiten von 
Mehler (1951). Dieser Autor hat gezeigt, da® unter geeigneten Bedingungen auch 
Sauerstoff als Akzeptor fiir den aus der Wasserspaltung hervorgehenden Wasser- 
stoff dienen kann. Dabei muBte in einem Fall Chinon, im anderen Versuch Athyl- 
alkohol + Katalase zum Reaktionsgemisch gegeben werden. 

Weiterhin konnte Mehler zeigen, da bei Gegenwart von Chloroplasten 
Chinon durch Askorbinséure reduziert werden konnte. Dabei wurde Sauerstoff auf- 
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genommen. Durch Zugabe von Katalase + Athylalkohol erfolgte jedoch eine dop- 
pelt so grofe Sauerstoffaufnahme (2 Mol O2 pro Mol Askorbinsiure). 


Es schien nun interessant zu priifen, wie sich Chloroplasten allein der 
Askorbinsaure (ohne Chinon oder andere Zusitze) gegeniiber verhalten. 

Die Herstellung des Chloroplastenmaterials gelang durch feines Zerrei- 
ben junger Spinatblatter mit Quarzsand und nachfolgendes fraktioniertes 
Zentrifugieren. Nach dem Herauslésen der Chloroplasten aus dem Zentri- 
fugenglas wurden sie mehrmals mit einer Phosphatpufferlésung (pH = 4.9) 
gewaschen und erneut abzentrifugiert. 

Zur Messung der Chloroplastenaktivitaét diente die manometrische Me- 
thode nach Warburg-Barcroft. Durch 20%ige Kalilauge in der seitlich an- 
gebrachien Birne wurde in den Warburg-GefaBen der CO,-Partialdruck 
ausgeschaltet. 

Bei simtlichen Versuchen war der Chlorophyligehalt der Chloroplasten- 
suspensionen der gleiche (Uberpriifung mit dem Pulfrich-Photometer). 

Bei der ersten Versuchsreihe wurde zu jeder Probe (Chloroplasten aus 
200 mg Blattsubstanz) 0,925 mg Askorbinsdure gegeben. Nach einstiindiger 
Behandlung der Chloroplasten: bei einer Beleuchtung von 12.000 Lux er- 
folgte eine erneute Titration auf Askorbinsadure. Dabei hatten sich die Men- 
gen wie folgt geandert: 

Prozentuale 
Oo-Auf- O2-Aufnahme 
A.S. zu A.S. nach A.S.- nahme in i. Vgl. z. Menge, 
Beginn 1 Stunde Abnahme dies. Zeit die d. A.S.- 
mg mg mg mg Oxydat. entspr. 
0,925 0,655 0,270 0,0185 76% 
0,925 0,631 0,294 0.0170 66% 
0,925 0,672 0,253 0,0165 72% 
0,925 0,684 0,241 0,0180 82% 
0,925 0,665 0,260 0,0168 70% 
0.925 0,658 0,267 0,0186 78% 


: # 
2. 
> 
4. 
5. 
6. 


Kontrollversuch (Askorbinsiure ohne Chloroplasten) 


7. Probe 0.925 0,897 0,028 0.0014 — 
. Probe 0,925 0,908 0,017 — — 


Es erfolgt also ein rascherer Abbau der Askorbinsaure durch die Tatig- 
keit der Chloroplasten. Dieser Abbau geht unter Sauerstoffaufnahme vor 
sich. Eine theoretische Erklarung fiir die ablaufenden Reaktionen findet 
man auf Seite 212. Nach diesen Reaktionsgleichungen ist in der letzten 
Spalte der obigen Tabelle die Sauerstoffaufnahme prozentual auf die 
theoretisch aus dem Askorbinsaureabbau zu fordernde Menge bezogen. 


Der geringere Sauerstoffverbrauch im Verhaltnis zu dem beobachteten Askorbin- 
siureschhwund kann verschiedene Griinde haben. Ein nicht unwesentlicher methodi- 
scher Fehler diirfte darin zu suchen sein, daf® zwischen Askorbinsaurezusatz und 
Messung des ersten Oo-Druckes in der Warburg-Apparatur mindestens 10 Minuten 
vergingen. Wahrend dieser Zeit wurde also schon Sauerstoff aufgenommen, ent- 
ging aber der Messung. Durch Verwendung von Warburg-Geféfen mit Einsatz 
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hatte dieser Fehler vermieden werden kénnen; solche GefiiRe standen aber nicht 
zur Verfiigung. 

Sauerstoffaufnahme und Askorbinsiureschwund waren lichtabhangige 
Vorgiinge. Das geht aus der folgenden Darstellung hervor. 

Es findet ein ge- 
ringer Askorbinsaure- 
verlust auch im Dun- 
keln statt: dieser Dun- 
kelabbau kann aber 
nahezu auf Null re- 
duziert werden, wenn 
man die zur Isolie- 
rung verwendeten Spi- 
natblitter vorher 24 
Stunden im Dunkeln 
aufbewahrt. Aller- , ; ; \ 
dings ist dann auch 0 40 J0 a 
die Aktivitét der easad 


Chloroplasten bei Be- 
lichtung geringer. Die Abb. 22. Sauerstoffaufnahme und Askorbinséureabbau 
tin isolierter Chloroplasten. 
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nachstehende Kurve 
(Abb. 23) gibt das 
Verhalten solcher Chloroplasten wieder. 
Es besteht die Méglichkeit. das durch die beiden Kurven dargestellte 
unterschiedliche Ver- 
mg alten dadurch zu er- 
4. klaren, daB beim ersten 
47 Versuch  veratembare 
Stoffe zugegen waren, 
die bei der zweiten Ver- 
suchsreihe durch das 
———— . vorherige Aufbewahren 
der Blatter im Dunkeln 
entfernt waren. Aller- 
dings bleibt auch wiah- 
; ; rend der Dunkelheit 
PORES. iii oa isedecaeion der Askorbinsiurege- 
halt praktisch unver- 
Abb. 23. Sauerstoffaufnahme und Askorbinsiureabbau a4ndert. Clendenning 
isolierter Chloroplasten (Blatter vorher 24 Stunden. und Gorham _ (1950) 
verdunkelt. beschreiben, daft bei 
ihren Versuchen die 
Aktivitat der isolierten Chloroplasten in Gegensatz zu den Ergebnissen 
anderer Autoren (French) unabhingig von vorheriger Belichtung oder 
Verdunklung war. 
Wahrend also die Oxydation von Askorbinsaure durch ein in isolierten 
Chloroplasten wirksames System recht sicher nachzuweisen war, was ja 
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auch den Ergebnissen Arnons (1948) entspricht, der Katechin als Akzeptor 
zusetzte, taucht die prinzipielle Frage auf, ob denn nicht dieser Vorgang 
auch in der umgekehrten Richtung verlaufen kann, sobald nicht, wie bei 
diesem Versuch, Askorbinséure im Uberschuf, sondern Dehydroaskorbin- 
saure geboten wird (Gleichgewichtsverschiebung). Es sollte also versucht 
werden, ob dieses System in den Chloroplasten auch aus Dehydroaskorbin- 
siure Askorbinsaiure aufbauen kann. 


Eine methodische Schwierigkeit war die Gewinnung von Dehydroaskorbinsiure- 
léisungen. Nur bei tagelangem Durchperlen von Luft durch Askorbinsiéurelésung 
(z. T. bei Gegenwart von Kupfersalzspuren) gelang es, askorbinsiurefreie Lésun- 
gen zu erhalten. Fin grofer Teil der Askorbinsiiure war allerdings dann schon 
iiber die Dehydroaskorbinsaiure hinaus abgebaut, wie die Titration nach Schwefel- 
wasserstoffreduktion ergab. Diese Oxydationsprodukte kénnten sich unter Um- 
stinden stérend auf die Messungen ausgewirkt haben. 


Auch diese Versuche wurden mit der Warburg-Apparatur durchgefiihrt. 
Die auftretenden Sauerstoffdruckanderungen waren aber so klein, daft sie 
innerhalb der Fehlergrenze blieben?. Die Anderungen des Dehydro- 
askorbinsauregehaltes sind in folgender Tabelle wiedergegeben: 


Dehydroaskorbinsiure Askorbinsaure Askorbinsaure 

bei Versuchsbeginn vor Versuchsbeginn nach 60 Min, Einw. 
mg mg v. Chloropl.-Susp. 
0.11 0,040 
0,11 0,056 
0,11 0,058 
0,11 0,056 
0,11 0,044 


Kontrolle (ohne Chloroplasten) 


Probe 
Probe 
Probe 
Probe 


Probe 


V& VIDS = 


weniger als 0,008 
Probe 6 0.11 (kleinster titrierbarer 
Wert) 


Kontrollie (Chloroplasten allein) 


Probe 7 0.11 weniger als 0,008 weniger als 0,008 


Deutet man die Versuche analog zu den Mehlerschen Reaktionsergeb- 
nissen, so kann man die Vorginge folgendermafen formulieren: 


1. Die Oxydation der Askorbinsaéure bei Gegenwart von isolierten 
Chloroplasten: : 
2H.O0 "> 2(H) + 2(OH) 
2(OH) ——- 1/402 i H2O0 
2(H) + Oo ——> H.02 
HeO. + (ASK)He * —-> (ASK)2 + 2H20 


(ASK) He + !/o02 ——> (ASK) + H.O 





‘ Da wir die Chloroplasten nicht unter so schonenden Beding..agen wie die 
amerikanischen Autoren (d. h. unter Tiefkiihlung, auch wiahrend des Zentrifugie- 
rens) gewinnen konnten, ist mit einem Aktivitaétsverlust zu rechnen. 


2 (ASK)H2 = Askorbinsiiure; (ASK) = Dehydroaskorbinsaure. 
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In diesem Fall wurde also indirekt iiber H,O, der Wasserstoff von der 
Askorbinsaure auf den Luftsauerstoff iibertragen. Infolge der hohen Redox- 
Potentialdifferenz kann die Oxydation von Askorbinséure durch Wasser- 
stoffsuperoxyd ohne weiteres erfolgen. Dieses Reaktionsschema erklart 
auch die Grife des Sauerstoffverbrauches (vgl. Tab. auf S. 230) (% Mol O. 
pro Mol Askorbinsaure). 

2. Die Reduktion von Dehydroaskorbinsaure bei Gegenwart isolierter 
Chloroplasten: _ 

2H.0 ™Y_» 2(H) + 2(0H) 
2(0H) —-> 1/,0. + HoO 
2(H) + (ASK) —-— (ASK)He 


H20 + (ASK) —--> (ASK)He + '/202 





Hier ist Dehydroaskorbinsiure der Akzeptor fiir den hydrolytisch gebil- 
deten Wasserstoff. Da die reduzierbaren Dehydroaskorbinsiuremengen bei 
den oben beschriebenen Versuchen sehr klein waren, ist es verstandlich, daB 
die Anderungen des Sauerstoffpartialdruckes nicht zu messen waren. 


Aus den Versuchen des ersten Abschnittes geht hervor, da& mit der Askorbin- 
sdureanreicherung keine Erhéhung des Gehaltes an Dehydroaskorbinsiure verbun- 
den ist (vgl. Abb. 15 unten). Das legt die Vermutung nahe, daf der oxydative 
Abbau der Askorbinsiaure sofort iiber die Dehydroaskorbinsaure hinaus zu weiteren 
Oxydationsprodukten fortschreitet. Aus diesem Grund bleibt ein dauerndes 
Ungleichgewicht: Askorbinséiure = Dehydroaskorbinsdure aufrechterhalten. In die- 
ser Weise erklart sic: wohl auch die schlechte Ausbeute an Askorbinsiure bei der 
Behandlung der Chloroplasten mit Dehydroaskorbinsiure. Zudem erfolgt ja auch 
ein Abbau der Dehydroaskorbinsiure zu weiteren Oxydationsprodukten: 


Askorbinsiure = Dehydroaskorbinsiure = Weitere Oxydationsprodukte, 


Diese Uberlegungen fiihren zu dem: Schlu&. da die Askorbinsaure in 
den Chloroplasten an- Vorgiangen beteiligt sein kann, in deren Verlauf 
Wasserstoff iibertragen wird. Es scheint nach unseren Versuchen, da® 
Askorbinsaure-Dehydroaskorbinsiure-Gemische mit Chloroplastensuspen- 
sion belichtet einerseits zur Photolyse des Wassers nach der unten (S. 235) 
entwickelten Vorstellung beitragen kénnen, andererseits durch den photo- 
lytisch gebildeten Wasserstoff sozusagen als Wasserstoffakzeptor hydriert 
werden kénnen. 

Jedenfalls treten hier deutliche Quotientenverschiebungen Askorbin- 
siure/Dehydroaskorbinsaure auf, die selbstverstandlich mit entsprechenden 
Anderungen des Redoxpotentials verkniipft sind. 

Diese Redoxvorgiange kénnten einen Teil im Mechanismus des Assimi- 
lationsprozesses darstellen. 


VII. Besprechung der Versuchsergebnisse 


Nach den neueren Anschauungen laft sich der Assimilationsprozef in 
folgende Teilvorginge zerlegen (zusammenfassende Arbeiten hieriiber bei 
Rabinowitch 1951; Pirson 1949, 1953): 


1. Dunkeleinbau von CO,, 
2. Ubertragung von Wasserstoff auf das CO,-Einbauprodukt, 
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3. Erzeugung von Wasserstoff auf dem Weg der photochemischen Wasser- 
spaltung. 

Das ist am deutlichsten in folgendem etwas modifizierten, von Rabino- 
witch stammenden Schema wiedergegeben: 


(CH20) + RH 
A 


| 
RCOOH < HX 
X < HY 
FT -ee - 
Z<H 
o < HO 


Oz 

Legt man dieses Schema dem Assimilationsvorgang zugrunde, so ware 
es ohne weiteres denkbar, da hier die Rolle eines der Ubertrager (X, Y, Z) 
von dem Redoxsystem Askorbinsaéure/Dehydroaskorbinsaure eingenommen 
werden kann. Dafiir spricht sicherlich die reversible Umwandelbarkeit von 
Askorbinséure in Dehydroaskorbinsaéure durch belichtete Chloroplasten, 
die sich in den oben beschriebenen Versuchen zeigen lief. 

Es besteht aber auch noch eine grundsatzlich andere Méglichkeit. Die 
Askorbinséure kénnie auch bei dem dritten der oben genannten Teil- 
prozesse eine maffgebende Bedeutung haben, namlich bei der Photolyse des 
Wassers. Diese Vermutung ist vielleicht noch wahrscheinlicher, da die be- 
schriebenen Reaktionen der Chloroplasten nur bei Belichtung vor sich 
gehen. 

Uber den Mechanismus der photochemischen Spaltung des Wassers ist 
allerdings noch sehr wenig bekannt. Ebensowenig weiff man, ob zwischen 
Wasserspaltung und endgiiltiger Sauerstoffabgabe noch irgendwelche Reak- 
tionen eingeschaltet sind. Die Bildung von Wasserstoffperoxyd mit nach- 
folgender Katalasespaltung wird vielfach angezweifelt (vgl. Pirson 1953). 

Es lieBe sich eine ganze Anzahl von Angriffspunkten ausfindig machen, 
an denen die Askorbinsadure irgendwie in diesen Prozef eingreifen kénnte. 
In diesem Zusammenhang soll aber nur auf eine Theorie hingewiesen wer- 
den, die schon vor vielen Jahren entstanden ist und die nun durch die 
letzten Ergebnisse der Assimilationsforschung in neuem Licht erschei- 
nen mag. 

Emil Baur (1937) hat in einer Reihe von Arbeiten nachzuweisen ver- 
sucht, daft fluoreszierende Farbstoffmolekiile (Sensibilisatoren) durch Licht- 
quanten in einen polarisierten Zustand versetzt werden kénnen, in dem 
sie zu weiteren chemischen Umsetzungen befahigt sind. Auch das Chloro- 
phyll kann derartig reagieren, wenn es in der lipoiden Phase einer Emul- 
sion gelést ist. An den durch Photonenstof enistandenen positiven bzw. 
negativen ,Polen“ des Sensibilisatormolekiils k6nnen nun nach Art einer 
Elektrolyse auf kleinstem Raum Redoxvorginge verlaufen, d. h. Elektro- 
nen aufgenommen oder abgegeben werden. Baur hat damals vermutet, 
daf auf diese Weise die Kohlensaure anodisch zu Perkohlensadure oxydiert 
werden kann, und auf dieser Erkenntnis seine Assimilationshypothese auf- 
gebaut. Da die Oxydation zu Percarbonat jedoch eine héhere Potential- 
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differenz erfordert, als ein polarisiertes Sensibilisatormolekiil liefern kann. 
braucht man einen Redoxkérper als ,,Vorspann*. Durch seine Wirkung 
werden mehrere polarisierte Molekiile hintereinandergeschaltet und so die 
Gesamtspannung erhéht. Wahrend Baur fiir seine Versuche den Redox- 
kérper Methylenblau/Leucomethylenblau verwendete (Zweifarbstoffver- 
such), hat Bukatsch (1939/40) an Hand von Modellversuchen gezeigt, daf 
das Redoxsystem Askorbinsaéure/Dehydroaskorbinsaiure als Vorspann bei 
dieser Reaktion fungieren kann: 


Bei Hintereinanderschaltung von n Molekiilen erhdht sich die Potentialdifferenz 
auf das n-fache. 


[t+ 
Chlorophyll 
( - Dehydroaskorbinsiiure + 2H* + 2 e-> Askorbinsiure 


—— 


&€ 
++ Askorbinsiure -> Dehydroaskorbinsiure + 2H~ + 2e 


Chlorophyll 

Bei Beriicksichtigung der neueren Erkenntnisse iiber den Verlauf der 
Reaktionen bei der Assimilation ware es nun denkbar, daf an den hinter- 
einandergeschalteten, polarisierten Chlorophyllmolekiilen eine Mikro- 
elektrolyse des Wassers stattfindet. Man kénnte sich also vorstellen, daf 
etwa folgende Vorgange ablaufen wiirden, ein Gedanke, der erstmalig von 
Bukatsch (1952) geduRert wurde: 


n(OH) —> n/2H2O + n/402 
Chlorophyll 


Askorbinsiure = Dehydroaskorbinsdure 


Chlorophyll 


[++ 
Chlorophyll { 
| +} Askorbinséure = Dehydroaskorbinsdure 


Askorbinsiure = Dehydroaskorbinsdure 


ll 
Cay \- nH™t - n/2 He [-> Wasserstoffakzeptoren. ] 


Je nach dem erforderlichen Potential (Zersetzungsspannung des Was- 
sers) kénnten in dieser Weise entsprechend viele Chlorophyllmolekiile 
hintereinandergeschaltet sein. Auf diese Art wiirde sich auch die sog. 
..Assimilationseinheit* erklaren lassen, wobei eine entsprechend grofe Zahl 
von Molekiilen zusammenwirkti. 

Inwieweit ein solcher Mechanismus bei der Wasserspaltung mit anderen 
Forschungsergebnissen iibereinstimmt, bleibt noch abzuwarten. Offen bleibt 
auch, wie sich die submikroskopische Morphologie der Chloroplasten mit 
dieser Erklarungsweise in Einklang bringen aft. 
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Eine auffallende Ubereinstimmung ist besonders in Arbeiten russischer 
Forscher festzustellen. So haben Krassnowski und Brin (1950) gefunden, 
da im Lichtabsorptionsbereich des Chlorophylls das System Chlorophyll- 
Askorbinsaure ein hochwirksames Redoxsystem darstellt. Es sollen von ihm 
noch Verbindungen bis zu einem Redoxpotential von — 0,32 V reduziert 
werden kénnen, wahrend gewéhnliche Askorbinsaéure nur ein Redoxpoten- 
tial von 0,065 V besitzt. Nahere Ausfiihrungen iiber dieses interessante Er- 
gebnis stehen leider nicht zur Verfiigung, da die Originalarbeit zur Zeit 
nicht zuganglich ist. 

Von Tolmach (1951) wurde auch bewiesen, da bei Gegenwart von 
~malic enzyme“ Codehydrase mit dem so niedrigen Redoxpotential von 
—0,28 V als Wasserstoffakzeptor bei der Hill-Reaktion noch dienen kann. 
Tolmach beschreibt auch, da mit zunehmender Auswaschung der Chloro- 
plasten Zusiitze von Codehydrase wirkungslos werden. 

Wittingham (1952) referiert iiber noch unverdffentlichte Arbeiten 
von Hill, Davenport und Whatley, wonach durch Herauswaschung 
eines spezifischen Wasserstoffakzeptors die Aktivitat der Chloroplasten 
stark erniedrigt wird. 

Vielleicht handelt es sich bei dem herauswaschbaren Stoff um die leichi- 
lésliche Askorbinsaure. 


1X. Zusammenfassung 


1. Es wurde die Assimilationsintensitaét von Blattern, die durch den 
Transpirationssirom mit Askorbinsaéure kiinstlich angereichert waren, ver- 
glichen mit der Assimilation normaler Blatter. Als Versuchspflanzen dien- 


ten vor allem verschiedene Nymphaea-Arten, Aristolochia sipho, Partheno- 
cissus Veitchii und Tilia spectabilis. Die CO,-Messung erfolgte titri- 
metrisch. Bei einer Versuchsreihe erfolgte die Messung des CO,-Stoffwech- 
sels mit dem Ultrarotabsorptionsschreiber. 

2. Die Askorbinséure bewirkt in den ersten drei bis fiinf Stunden der 
Einwirkung eine bedeutende Assimilationssteigerung. Nach etwa drei Stun- 
den nimmt diese Erhéhung der Assimilationsleistung ab und die Photo- 
synthese wird oft sogar geringer als die der Normalblitter. 

3. Die Askorbinséurezufuhr bewirkt in den Blattern auch eine bedeu- 
tende Erhéhung der Atmung; diese bleibt aber in der Regel wihrend der 
ganzen Versuchszeit erhalten. 

4. Wahrend der Askorbinsiurezufuhr findet keine Anderung des Zell- 
saft-pH-Wertes sowie des Chlorophylligehaltes der Pflanze statt. Die As- 
similationssteigerung ist aiso nicht durch pH-Verschiebung oder Chloro- 
phylIneubildung erklarbar. 

5. Der Kohlehydratgehalt der Blatter nimmt infolge der Assimilations- 
steigerung stark zu. 

6. Durch die Erhéhung des Askorbinsduregehaltes findet eine deutlich 
mefbare Erniedrigung der Plasmaviskositiat statt. 

7. Bei Gegenwart isolierter Chloroplasten aus Spinatblattern wird im 
Licht Askorbinsiure zu Dehydroaskorbinsaéure unter Sauerstoffaufnahme 
oxydiert; die Reduktion von Dehydroaskorbinsaéure zu Askorbinsiure hat 
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sich ebenfalls bei Gegenwart isolierter Chloroplasten im Licht durchfiihren 
lassen. 

8. Alle diese Anzeichen sprechen dafiir, da® der Askorbinsiaure als 
Redoxkérper eine mafgebende Rolle bei der Assimilation der Kohlensiure 
zukommt. Eine Méglichkeit des Eingreifens in den Photolysevorgang des 
Wassers wird erwogen. 
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Beitrage zur Kenntnis der Struktur und Entwicklung 
der Chloroplasten 


Von 
Dietrich Diivel 


Aus dem Staatsinstitut fiir Allgemeine Botanik, Hamburg 
Mit 17 Textabbildungen 


(Eingelangt am 22. April 1954) 


1. Ermittlung der Grana-Anordnung 


Die Struktur der Chloroplasten ist auch heute noch nicht voll geklart, 
und sie ist daher Gegenstand vieler Untersuchungen. Es sei hier nur auf 
wenige Autoren der letzten Jahrzehnte hingewiesen: Zirkle (1926), Heitz 
(1932, 1936), Wieler (1936), Yuasa (1943), de Rezende-Pinto (1948), 
Strugger (1951), Heitz und Maly (1953). 

In der Fortfiihrung der Untersuchungen iiber die Granaanordnung in 
Chloroplasten nach den in W. Mevius und D. Diivel (1953) angegebenen 
Methoden wurde eine Reihe weiterer Pflanzen naher betrachtet. Die Be- 
obachtung der Plastiden in Profil- und Flachenansicht und die Ausmessung 
der in Héhenabstanden von 0,3 bis 0,5 « gemachien photographischen Auf- 
nahmen von Chloroplasten in Flachenstellung erfolgte u. a. bei folgenden 
héheren Pflanzen: 

Impatiens parviflora, Heteranthera reniformis, 

Dracaena deremensis, Ardisia wallichii, 

Aspidistra elatior, Fittonia argyroneura, 

Sanchezia nobilis, Kichhornia azurea, 

Dracaena fragrans, Stellaria media, 

Philodendron cuspidatum, Saponaria officinalis, 

Peperomia magnolifolia, Dorstenia contrajerva, 

Monstera deliciosa, Cordyline terminalis, 

Hoya carnosa, Agapanthus umbellatus. 

Da sich die Bilder im grofen und ganzen ahneln, soll hier nur ein Bei- 
spiel wiedergegeben werden. Auf den Abb. 1 und 2 ist ein und derselbe 
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Chloroplast von Aspidistra elatior dargesteilt. Die Abb. 2 zeigt einen op- 
p I p 


tischen Querschnitt, der ungefihr 0.5 « tiefer liegt als der auf Abb. 1. Die 
unterschiedliche Lage der Granen auf den beiden Bildern ist zu erkennen. 


Abb. 1. Lebender Chloroplast von Aspidistra elatior. 


OE BR EI ET a 


Abb. 2. Derselbe Chloroplast ungefihr 0.5 « tiefer. 


Die MeBtabelle bestatigt gewisse Lageveranderungen der Granen inner- 
halb einer zum Mikroskoptisch parallelen Ebene. 
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MeBtabelle 
Abbildung 1 Abbildung 2 
Priifung des Gitterabstandes: 
x= 1,0 y = 68,0 x= 1,0 
x = 66,0 y = 68,0 x = 66,0 
y= 10 x = 670 y= 10 
y = 67.0 x = 66.9 y = 67.0 
Begrenzung des Chloroplasten: 
Links = 145 y= 25,0 
Rechts x = 60,0 y = 25,0 
Unten x= 35,0 y= 40 
Oben <= 520 y= 495 
Mittelpunkte einiger Granen: 
5. 
x = 49,5 
y= 23,0 
4, 
x = 44,5 
y :-= 20,0 


Abb. 3. Lebender Chloroplast von Ardisia mallichii in Profilstellung. 


Die Abb. 3 zeigt einen lebenden Chloroplasten von Ardisia wallichii in 
Profilstellung. Die Granasiulen sind in ihrer schrigen Anordnung zu er- 
kennen. Die einzelnen Grana sind jedoch nur andeutungsweise aus- 
zumachen. 

Aus den Feststellungen ist zu schlieBen, da die zueinander weit- 
gehend parallel liegenden Grana nicht genau senkrecht iibereinander ge- 


Protoplasma, Bd. XLIV 2 18 
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schichtet sind, sondern daB sie meistens mehr oder weniger stark gegen- 
einander versetzt erscheinen, so da sie schief geneigte, gestaffelte Saulea 
zu bilden scheinen. 


2. Untersuchungen zur Chloroplastenentwicklung 


Die Entwicklung der Plastiden ist seit langem Gegenstand vieler Unter- 
suchungen und lebhafter Diskussionen. Auch hier mége an Sielle einer 
Schilderung der verschiedenen neuesten Theorien die Nennung einiger Na- 
men geniigen: Strugger (1950), de Rezende-Pinto (1952), Heitz und 
Maly (1955). 

Fiir die eigenen Uniersuchungen zur Entwicklung der Chloroplasten 
wurde Elodea canadensis als Hauptobjekt gewahlt. Fiir die Wahl dieser 
Pflanze waren mehrere Gesichtspunkte mafgebend. Kinmal konnte Elodea 
canadensis auch bei der mikroskopischen Untersuchung im gleichen Um- 
weltmedium Wasser verbleiben, zum anderen hat sie wie viele submerse 
Wasserpflanzen im Normalfall griine Plastiden in den epidermalen Blatt- 
zellen. Weiterhin stand dieses Untersuchungsobjekt in grofer Zahl zur Ver- 
fiigung, und es konnte verhaltnismafig leicht in ausreichender Menge in 
jeder Jahreszeit gezogen werden. 

Wie die Geschichte der Theorien iiber die Entstehung der Chloroplasten 
zeigt, sind Fixierung und Farbung entscheidende Faktoren fiir die Begriin- 
dung der jeweiligen Anschauungen gewesen. Sie allein gaben oft den Aus- 
schlag fiir die Beurteilung gewisser Erscheinungen. Im Rahmen der eigenen 
Untersuchungen sollie dieser Engpaf méglichst umgangen werden und das 
Schwergewicht auf die Beobachtung von lebendem Pflanzenmaterial ver- 
lagert werden. 

Beobachtungen und Aufnahmen erfolgten mit dem Leitz-Objektiv 1/12, 
Olimmersion 100fach, und den Apochromaten 100fach und 120fach von 
Zeif. Die Untersuchungen im Phasenkontrastverfahren wurden mit der 
Phasenkontrasteinrichtung von Zei®-Winkel, Objektiv Ph 90, und mit 
der Phasenkontrasteinrichtung von Leitz, Objektiv Ph 90, ausgefiihrt. 
Als Lichtquelle diente eine Zeif-Niedervoltlampe 30 Wati oder die Beleuch- 
tungseinrichtung am Panphot (Leitz). Die fluoreszenzoptischen Unter- 
suchungen machie ich mit dem fiir die Fluoreszenzmikroskopie hergerich- 
teten Panphot (Leitz) sowie zeitweilig mit einer Sonderkonstruktion der 
Firma Leitz. Als Erregerlichtfilter benutzte ich das Blaufilter BG 12 
(Schott) 4mm und als Sperrfilter die Filter OG 2 und OG 1 von Schoit 
oder das Reichert-Filter 8007. Als Lichtquelle diente bei den Fluoreszenz- 
untersuchungen eine Gleichstrombogenlampe von 10 bis 12 Ampere. Die 
Warmestrahlen und das langwellige Rot wurden durch 2- bis 20prozentige 
angesduerte Kupfersulfatlésung in Kuvetten mit einer Schichttiefe von 
5em absorbiert. Fiir Arbeiten im oder am Objekt diente der zweiarmige 
Mikromanipulator von ZeiB. 

Bei den Untersuchungen von Elodea canadensis verwendete ich Material, 
das schon langere Zeit in GlasgefaBen kultiviert wurde, und daneben auch 
Material, das an verschiedenen Orten im Freien frisch gesammelt worden 
war. Merkbare Unierschiede gab es bei den beiden Gruppen nicht. 
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Der Vegetationskegel des Sprosses von Elodea canadensis ist auf Grund 
vieler Untersuchungen in seiner Anatomie und Histologie hinreichend be- 
kannt. Die im Vergleich zu manchen anderen Pflanzen sehr langgestreckte, 
fast an einen Zuckerhut erinnernde Form des Vegetationskegels erlaubt es 
verhalinismaRig leicht, einzelne Zonen zu unterscheiden. Zur Beobachtung 
wurde der Vegetationskegel unter einem binokularen Prapariermikroskop 
freigelegt. Alle den Vegetationspunkt umhiillenden Blattchen wurden mit 
feinen Pinzetten oder Scheren entfernt. Hierbei lag der Sprof in ent- 
chlortem Leitungswasser oder in 0,1 molarer Glucoselésung. Mitiels einer 
kleinen Pipette wurde gegen den Vegetationskegel ein schwacher Wasser- 
strom gerichtet, um etwaige Chloroplasten oder Zellfragmente aus zer- 
stérten Zellen abgetrennter Blatter von den vorderen Teilen sorgfaltig zu 
entfernen. Aufer bei weiter unten zu beschreibenden Untersuchungen 
wurde der Vegetationskegel im Gebiete der 10. bis 15. Blattanlage ab- 
getrennt und vorsichtig mit einem Deckglaschen bedeckt. Fiir den Lebens- 
zustand des Urmeristems und der ersten Blattanlagen hatte diese Ab- 
trennung meist keine unmittelbar stérenden Folgen. Da die Zartheit der 
Urmeristemzellen es nicht erlaubte, diinne Schnitte zu machen (vgl. auch 
K. L. Noack 1921, Friedrichs 1922, KaBmann 1926), in denen die 
Zellen als ungeschadigt anzusprechen seien, wurde der abgetrennte Vege- 
tationskegel betrachtet. Aber auch dabei kam es 6fter vor, daf die Ur- 
meristemzellen durch das Freipriaparieren geschadigt sein muften. Wenn 
auch die Durchsichtigkeit dieses Objektes nicht sehr giinstig ist, so waren 
die aéuReren Zellschichten, im besonderen die Tunicazellen, klar zu be- 
obachien. Und dies reichte fiir den Zweck der durchzufiihrenden Unter- 


suchung im allgemeinen aus, da ja das erwachsene Blatt in seinen epi- 
dermalen Zellen iiber Chloroplasten verfiigte, muften auch die auReren 
Zellen des Vegetationskegels (Dermatogen) schon Chloroplasten oder ihre 
Vorstufen besitzen. 


Im Mikroskop bot das Urmeristem folgendes Bild. Die Tunicazellen 
der Spitze waren ziemlich isodiametrisch. Die Linge ihrer Wande schwankte 
von 10 bis 15.u. Neu abgegliederte Zellen hatten jedoch eine wesentlich 
geringere Frontbreite, und ihre Lange entsprach der der urspriinglichen 
Zelle. In den Zellen waren die Zellkerne, die einen grofen Teil der Zelle 
ausfiillten, unschwer zu erkennen. Im Zytoplasma, das hier noch keine 
Vakuolen zeigt, war eine Anzahl verschieden grofer Einschliisse wahr- 
zunehmen. Die Gestalt dieser Kérperchen war recht unterschiedlich und 
bei manchen auch nicht standig gleich. Die meisten hatten Stabchen-, 
Spindel- oder Kugelform, ein kleinerer Teil hatte hantelférmige, keulen- 
formige oder unregelmafige Gestalt. Die Gréfe variierte von der Auf- 
lésungsgrenze des Mikroskops bis zu iy. Die gréfere Anzahl dieser 
Einschliisse lag in Kernnahe. Bei der Beobachtung im ,,weiffen“ Licht zeig- 
ten einige kugelférmige plasmatische Gebilde eine eben wahrnehmbare 
griine Farbe. Nun ist man leicht geneigt, bei pflanzlichem Material diese 
Farbe mit dem Vorkommen von Chlorophyll zu koppeln. Eingehend durch- 
gefiihrte vergleichende Untersuchungen dieser kleinen Kérperchen im Hell- 
feld- und im Fluoreszenzverfahren liefen erkennen, da& kein Chlorophyll 

18* 
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vorhanden sein konnte, denn es lie® sich in ihnen keine Rotfluoreszenz 
nachweisen. 


Es kénnte sich allem Anschein nach hier um einen rein optischen Effeki handeln. 
Es ist zuliissig (vgl. Danzer 1948), die in der Kernphysik beim Einfang der Neu- 
tronen angewendete Breit-Wigner-Formel auf das Gebiet der Optik zu iiber- 
tragen. Bei durchsichtigen Kérpern, z. B. Glaskugeln, deren Dimensionen in der 
GréRe der Wellenlingen des Lichtes liegen, tritt durch Resonanz bevorzugt eine 
verstirkte Absorption derjenigen Wellen auf, deren innere Liinge im bestimmten 
ganzen Verhiltnis zum Durchmesser der Kugel steht. Aus dem ungefahren 
Brechungsexponenten und dem Durdimesser la@t sich schlieBen, da ab und an von 
den Plasmaeinschliissen Wellenlingen aus dem roten Gebiet durch Absorptions- 
oder Streuprozesse herausgenommen werden. Wurde mit ..weifem* Licht beleuchtet, 
so kénnte es vorkommen, daf die Komplementirfarbe Griin erscheint. Da nun einer- 
seits die ..rot’ einfangenden Kérperchen am gréBten sind, somit bei ihnen iiber- 
haupt am ehesten noch eine Farbe erkannt werden kann, andererseits das mensch- 
lichhe Auge fiir Griin grofe Empfindlichkeit besitzt. ist es vielleicht erklirbar, daf 
die anderen Farben nicht so sehr in Erscheinung treten. Bei Beleuchtung mit rotem 
Licht zeigten die entsprechenden Plasmaeinschliisse stirkeren Kontrast, was zwar 
auch auf die absorbierende Wirkung des Chlorophylls hinweisen kénnte, im blauen 
Licht hingegen sciwichere Kontraste. 


Die Korpuszellen des Urmeristems hatten unregelmaRige Gestalt. So- 
weit erkennbar, waren die inneren Zellverhaltnisse denen der Tunicazellen 
aihnlich. Vor allem galt dies fiir die auRernuklearen Plasmaeinschliisse. 


Beim ungefiarbien lebenden Praparat konnten im Hellfeld in den Zellen 
des Urmeristems die Vorstufen der Chloroplasten nicht eindeutig erkannt 


werden. Auch Vergleiche mit Schnitten, die zum Nachweis kleinerer Starke- 
einschliisse mit Jod (Jod-Chloralhydrat. Jodjodkalium) gefarbt worden 
waren, erlaubten nicht mit Sicherheit. im lebenden Material Plastidenvor- 
stufen zu identifizieren. 

Im Fluoreszenzmikroskop war in der Zone des Urmeristems keine Rot- 
fluoreszenz zu erkennen. Auch Aufnahmen mit Spektralplatien, die ihr 
Sensibilitatsmaximum im Bereich des vom Chlorophyll ausgesandten 
Fluoreszenzlichtes haben, zeigten. daB dort kein fertiges Chlorophyll vor- 
liegt. 

Um zu versuchen, Chloroplastenvorstufen von Chondriosomen und 
Mikrosomen zu unterscheiden, mute zu Vitalfarbungen gegriffen werden. 
Die Vegetationskegel von Elodea canadensis wurden eine Stunde lang im 
Vakuum mit einer Rhodamin-B-Lésung (Strugger 1937, 1950) 1: 1000 
infiltriert. nachdem ich den Kegel im Gebiet der 10. bis 15. Blattanlage ab- 
getrennt hatte. Die anschlieBende Uniersuchung zeigte aber, da® eine An- 
firbung irgendwelcher Zellelemente des Urmeristems nicht stattgefunden 
hatte. Um nun dem Farbstoff den Zutritt zu den Tunicazellen zu erleichtern., 
trennte ich den Vegetationskegel ca. 200 « von der Spitze entfernt ab. So- 
dann zerstérte ich vorsichtig mit Hilfe des Mikromanipulators in diesem 
abgetrennten Stiick die meisten Corpuszellen von unten herauf bis in die 
unmittelbare Nahe der auferen Zellschicht an der Front des Urmeristems. 
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Nur eine einfache oder doppelte Schicht von mechanisch nicht zerstérten 
Zellen blieb iibrig. Diese so vorbereiteten Vegetationskegelfragmente wur- 
den dann mit Rhodamin B 1: 1000 eine Stunde gefarbt und fiinf bis 
fiinfzehn Minuten mit entchlortem Leitungswasser oder 0,15prozentiger 
Rohrzuckerlésung ausgewaschen. In den Tunicazellen des Urmeristems 
waren dann einzelne meist rundliche Einschliisse starker gefarbt. Im weifen 
Licht war die Farbe zwar nicht immer klar erkennbar rot, aber bei Be- 
nutzung von griinem Licht hoben sie sich kontrastreich dunkel ab und im 
Fluoreszenzmikroskop leuchteten die Kérper gelb auf. Demnach muB das 
Rhodamin B in ihnen angereichert oder angelagert sein. 


104 
Abb. 4. 
Tunicazellen des Urmeristems von Elodea canadensis, mit Rhodamin B gefarbt. 


Méglich wire es allerdings auch, daB der Farbstoff durch Entmischung an ein- 
zelnen Punkten konzentriert wurde. Jedoch konnite in einigen Failen bei der Far- 
bung unter dem Mikroskop mittels Durchsaugens der Rhodaminlésung beobachtet 
werden, daf einzelne vor der Farbung schon sichtbare farblose Gebilde den Farb- 
stoff in sich anreicherten. 

Die durch Rhodamin B gefarbten Zellbestandteile hatten einen Durch- 
messer von ungefahr 0,9 «. In ihrem Inneren lieBen sich keine noch starker 
angefarbten Bezirke erkennen, sondern der Farbstoff war iiber den ge- 
samten Korper gleichmifig verteilt. Trotz variierter Farbezeiten und inten- 
siven Suchens konnte in den Urmeristemzellen kein sphirischer Plasma- 
einschluB gefunden werden, der in seinem Inneren eine runde, durch Rho- 
damin B elektiv farbbare Scheibe enthielt. Die Abb. 4 zeigt Tunicazellen 
des Urmeristems, die: mit RhodaminB gefarbt wurden. Die einzelnen 
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K6rperchen sind in ihrer Gesamtheit gefairbt und haben meist kugelige 
oder ovale Gestalt (Pfeile). Eine ungefarbte Zone ist nicht erkennbar. 

Auch in den weiter riickwirts liegenden Zellen, dort, wo Urmeristem 
und Halbmeristem ineinander iibergehen, sind in den durch Rhodamin B 
gefarbien K6érperchen keine elektiv hervorgehobenen Strukturen aus- 
zumachen. Zellen aus diesem Gebiet von der Oberseite des Vegetations- 
kegels zeigt die Abb. 5. Die gefarbten Einschliisse sind durch Pfeile gekenn- 
zeichnet. 

Nach Sorokin (1937) und Drawert (1953) sollen durch Janusgriin B 
in erster Linie nur Mitochondrien oder Chondriosomen und durch Nilblau- 


10u 
Abb. 5. Epidermale Zellen aus dem Bereich des Ubergangs des Urmeristems in das 
Halbmeristem. 


sulfat Mikrosomen vital gefarbt werden. In den mit diesen Farbstoffen 
durchgefiihrien Farbeversuchen hoffte ich indirekt Plastidenvorstufen zu 
finden. Die hiermit nicht farbbaren Koérperchen holie ich mit dem Mikro- 
manipulator aus der Zelle heraus und untersuchte sie auRerhalb des Zell- 
verbandes im Phasenkontrastverfahren. Dabei konnte ich keine Innen- 
strukturen finden, die einem Primirgranum entsprechen wiirden. 

Da die eindeutige Identifizierung der farblosen Chloroplastenvorstufen 
in den lebenden embryonalen Zellen nicht einwandfrei zu erreichen und 
das Primargranum (Strugger 1950) nicht zu finden war, wollte ich die 
Chloroplasten dort naher untersuchen, wo sie sich einwandfrei als Plastiden 
oder unmittelbare Vorstufen zu erkennen gaben. Wie die Untersuchung 
im Fluoreszenzmikroskop zeigte. trat die Rotfluoreszenz immer zuerst in 
einem Bereich auf. der sich von der zweiten bis zur vierten Blattanlage 
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Abb. 6. Vegetationskegel von 
Elodea canadensis. 


erstreckte. Am _ hiaufigsten 
jedoch war die erste Rot- 
fluoreszenz in der dritten 
Blattanlage zu beobachien. 
In dieser Zone mute also 
der Ubergang von farblosen 
zu chlorophyllhaltigen Pla- 
stiden stattfinden. Die Ab- 
bildungen 6 und 7 zeigen 
denselben Vegetationskegel 
eines Sprosses von Elodea 
canadensis. Die Abb. 6 
wurde im Hellfeld und die 
Abb. 7 im Fluoreszenz- 
mikroskop gemacht. Auf 
Abb. 6 erkennt man das Ur- 
meristem und das_ Halb- 
meristem, das schon die er- 
sten Interzellularen besitzt, 


sowie die  héckerartigen 
Blattprimordien. Ein Ver- 
gleich mit der Abb. 7 zeigt, 
da& im Urmeristem noch 
keine Rotfluoreszenz vor- 
handen ist. Erst in der Zone 
F (Abb. 6) tritt die erste 
schwache, bei einer Wellen- 
lange um 680 my ‘liegende 
Rotfluoreszenz auf. Diese 
nimmt dann nach unten hin 
rasch an Intensitat zu. 


In der ersten Blattanlage 
fehlt noch die Rotfluoreszenz. 
Mit Rhodamin B lassen sich 
in den eben sich vorwoélben- 
den Zellen sphirische Ge- 
bilde anfiairben, wenn der 
innere Teil des Vegetations- 


kegels wie weiter oben be- 


Abb. 7. Derselbe Vegetations- 
kegel wie auf Abb. 6 im Fluo- 
reszenzmikroskop. 
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Abb. 8. Tunicazellen der ersten Blattanlage, mit Rhodamin B gefirbt. 


schrieben, zerstért wurde. 
Die GréRe der Teilchen 
liegt um 0,7 und 0,9 uw. Auf 
der Abb. 8 sind die Tunica- 
zellen der ersten Blattan- 
lage zu erkennen. Beider- 
seits der Mittelwand liegen 
zwei kugelige Ko6rper, die 
in ihrer Farbung _ vollig 
homogen erscheinen (Pfeil). 

Gleiche GréRe wie diese 
hier und in der zweiten 
Blattanlage mit Rhoda- 
min B anfarbbaren Kérper- 
chen zeigen die in der drit- 
ten Blattanlage rot fluore- 
szierenden Plastiden. Die 
Rotfluoreszenz ist bei ihnen 
iiber ihren gesamten Bereich 
verteilt und nicht in einem 


Scheibchen, Primargranum, 
lokalisiert, das von einem 
nicht fluoreszierenden 
Stroma umgeben wird. Die 
Abb. 9. Rot fluoreszierende Plastiden aus der Abb. 9 zeigt solche Plastiden 

dritten Blattanlage. aus der dritten Blattanlage. 
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- a 
Abb. 10. Chloroplast in der dritten Blattanlage des Vegetationskegels. 


Abb. 11. Fluoreszierende Plastiden aus der vierten Blattanlage. 


Die Rotfluoreszenz ist sehr schwach und nur schwierig photographisch fest- 
zuhalten. Man erkennt aber bei den scharf eingestellten Plastiden (Pfeile), 
daB die Fluoreszenz iiber den gesamten Bereich gleichmafig verteilt ist. 

Diese fluoreszierenden Plastiden wurden mit dem Mikromanipulator 
aus der Zelle herausgebracht und in die Umgebung des Vegetationskegels, 
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der fiir diese Untersuchungen in 0,2 molarer Rohrzuckerlésung lag, ab- 
zgedringt. Nur bei den isoliert fiir sich liegenden Plastiden war es méglich, 
mit dem Phasenkontrastmikroskop einigermafen zu definierende Bilder zu 
bekommen. Im Zellverband des Vegetationskegels sind fiir das Phasen- 
kontrastverfahren die optischen Verhaltnisse so kompliziert und ver- 
wirrend, daB eine klare Trennung wirklich vorhandener Strukturen von 
optischen Erscheinungen kaum méglich ist. Nach Wolter (1950) leistet 
das Phasenkontrastmikro- 
skop bei schmalen, diinnen 
Objekten sehr gute Dienste. 
Bei diinnen, aber breiten 
Objekten hingegen werden 
Strukturen sichtbar, die nur 
im Verfahren und nicht im 
Objekt begriindet liegen. 
Diese isolierten Plastiden 
zeigten ein fast den gesam- 
ten K6rper einnehmendes 
dunkles Feld, das von einem 
winzigen hellen Hof um- 
geben wird. Mit Sicherheit 
laRt sich dieser Hof nicht 
als Plastidenmembran an- 
sprechen. 

Wie im_ Fluoreszenz- 
mikroskop, so zeigen auch 
im normalen Hellfeldmikro- 
skop die ersten chlorophyll- 
haltigen Stadien der Chloro- 
plasten keine deutliche Dif- 
ferenzierung in Grana und 
Stroma. So zeigt die Abb. 10 
die dritte Blattanlage im 
Vegetationskegel von Elo- 
Abb. 12. Fluoreszierende Plastiden in den Zellen dea canadensis. In der Spit- 

der vierten Blattanlage. zenzelle ist ein Chloroplast 

scharf eingestellt, dessen 

Durchmesser ungefahr 1 « betragt. Das Chlorophyll ist gleichmafRig in ihm 
verteilt. 


I— 
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In den nichstilteren Blattanlagen wird die Rotfluoreszenz allmahlich 
stirker und deutlicher, und einzelne leuchtende Kérperchen scheinen etwas 
an GréBe zu gewinnen. Die Abb. 11 gibt Zellen einer vierten Blattanlage 
im Fluoreszenzlicht wieder. Die starkere Rotfluoreszenz ist zu erkennen. 

Die iiber den gesamten Plastiden gleichmaBig verteilte Fluoreszenz ist 
auch auf der Abb. 12 gut wahrzunehmen. Es sind Plastiden aus der vierten 
Blattanlage wiedergegeben. Die Aufnahme wurde starker nachver- 
groBert. 
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In der fiinften und sech- 
sten Blattanlage ist nun eine 
Beobachtung zu machen, die 
sich vereinzelt auch schon in 
der vierten wahrnehmen 
lieR. Das Chlorophyll, das 
in den ersten sichtbaren Sta- 
dien gleichmaBig iiber den 
gesamten Plastiden verteilt 
ist, scheint hier in der fiinf- 
ten und_ sechsten Biatt- 
anlage eine Anderung sei- 
ner Verteilung zu erfahren. 

Denn nun gab es Pla- 
stiden, die nicht mehr ein- 
heitlich, sondern in einzel- 
nen Gebieten  wesentlich 
stirker fluoreszierten. Mei- 
stens waren es zwei Areale, 
die jedes fiir sich ahnliche 
GroRe hatten wie die in der 
dritten Blattanlage zuerst 
fluoreszierenden Plasiiden. Abb. 13. Fluoreszierende Plastiden aus der fiinf- 


Der Pfeil auf Abb. 13 deutet ten Blattanlage. 


- — 
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a 


14. Chloroplasten aus der fiinften Blattanlage. In rotem Licht photographiert. 
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auf einen Chloroplasten, bei dem das Chlorophyll in zwei Gebiete auf- 
geieilt ist. Die Rotfluoreszenz ist dort deutlich intensiver als in der dunklen 
Zwischenzone. Die stark leuchtenden Bezirke liegen manchmal nahe bei- 
einander, in anderen Fallen sind sie mehr oder weniger weit voneinander 
entfernt. 

Auch im Hellfeldmikroskop ist. wenn auch schwierig, die Aufteilung des 
Chlorophylls festzusiellen. Zur Kontrasierhéhung diente ein Rotfilter 
(Schott RG 3). Die Abb. 14 zeigt Zellen der fiinften Blattanlage. Bei den 
scharf eingestellten, durch Pfeile markierten Chloroplasten kann man ge- 
rade eben wahrnehmen, daf in ihnen das Chlorophyll nicht mehr gleich- 


I 10 ! 
Abb. 15. Fluoreszierende Plastiden aus der sechsten Blattanlage. 


mafig verieilt ist. Eine Entscheidung. ob die Mittelzone véllig pigmentfrei 
ist, kann hierbei nicht getroffen werden. 


In der sechsten Blatianlage ist die Rotfluoreszenz der Plastiden schon 
recht stark. Die meisten Plastiden haben an GroBe zugenommen und das 
Chlorophyll ist in ihnen aufgeteilt, so da hell leuchtende Gebiete mit 
dunklen abwechseln. Bei Pfeil 1 auf Abb. 15 ist ein Chloroplast wieder- 
gegeben, bei dem das Chlorophyll in zwei Polen konzentriert zu liegen 
scheint. Pfeil 2 zeigt auf einen Plastiden, bei dem diese Erscheinung deut- 
licher hervortritt. Bei anderen Chloroplasten jedoch (so bei Pfeil 3) fluores- 
ziert das Pigment schon in mehreren kleinen Arealen. Dazwischen liegen 
dunkle Zonen. 

Zu den Beobachtungen von lebenden, aber abgeirennten Vegetations- 
kegeln sollte die Dauerbeobachtung von Vegeiationskegeln treten, die am 
Spro# verbleiben. Als Kulturgefa&B waihrend der Beobachtung diente ein 
Glasbehialter. den ich durch Aufkleben eines 12mm hohen Glasringes mit 
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einem Durchmesser von 6c¢m auf eine planparallele diinne Glasplatte er- 
halten hatte. Dieses Becken wurde mit entchlortem Leitungswasser oder einer 
vierfach verdiinnten K nopschen Nihrlésung beschickt. Ein 8—12 cm langer 
Sprok von Elodea canadensis wurde hineingelegt und der Vegetations- 
kegel vorsichtig durch Entfernen oder Zuriickbiegen der stérenden Blatt- 
chen freiprapariert. Mittels einer kleinen Glasése wurde die Sprofspitze 
festgehalten, so da horizontales und vertikales Ausweichen weitgehend 
verhindert war. Bis auf die Halterung durch diese Glasése lag der Sprok 
vollkommen frei im Beobachtungsgefa8&. Die Beobachtung erfolgte mit dem 
Wasserimmersionsobjektiv (Leitz 90fach). Beim Ausleuchten des Objekts 
wurde nach Méglichkeit das Kéhlersche Prinzip verwirklicht. Ich senkte 
das Objektiv in das Wasser der Ringschale und naherte es vorsichtig dem 
Vegetationskegel, bis das Bild der zu untersuchenden Zeilgruppe scharf 
erschien. Diese Untersuchungsweise erlaubte eine Beobachtung des Vege- 
tationskegels, ohne daft er zwischen Deckglas und Objekttrager eingeengt 
war. Das Kulturwasser wurde alle acht Stunden erneuert, um etwaiges 
Wachstum von Mikroorganismen méglichst zu unterbinden und um die An- 
sammlung von Stoffwechselprodukten oder anderen Stoffen, die durch 
Blattwunden austreten konnten. zu unterdriicken. Auf ein VerschlieBen der 
Blattwunden mit Wachs oder Paraffin wurde verzichtet. da dabei leicht 
mechanische Schadigungen hervorgerufen werden konnten und zudem ein 
volliger Abschlu8 aller Wunden kaum méglich war. 

Die Lebenduntersuchung der Zellen des nicht abgetrennten Vegetations- 
kegels in Dauerbeobachtung ist experimentell sehr schwierig. Trotz vieler 
Versuche war es nicht méglich, langer als drei Tage zu beobachten. Ent- 
weder waren dann die beobachteten Zellen ihrem Aussehen nach nicht mehr 
als ungeschidigt anzusprechen, oder aber iltere Blattanlagen schoben sich 
zwischen Objektiv und Zelle oder stérten sonst die Beobachtung. 

Die Tunicazellen des Urmeristems lieBen bei der Hellfelduntersuchung 
neben dem Zellkern eine Reihe kleinerer Plasmaeinschliisse auf Grund 
ihrer unterschiedlichen Brechungsindizes erkennen. Auer einigen kugeli- 
gen bis ellipsoiden Kérperchen mit GréRen von 0,8 bis 1,1 ~ war die Masse 
der plasmatischen Gebilde im Zytoplasma kleiner. Mit Rhodamin B war 
auch bei 24stiindigem Anfarben in der Dunkelheit keine Vitalfarbung zu 
erzielen. 

Im Fluoreszenzmikroskop war im Urmeristem und in den ersten zwei 
Blattanlagen keine Rotfluoreszenz zu erkennen. Erst im Gebiet der dritten 
und vierten Blattanlage trat Rotfluoreszenz auf. Bei der Vitalbeobachtung 
war es also nur dort méglich, mit Sicherheit die Plastiden schon zu erken- 
nen. Wiederum waren die ersten fluoreszierenden Plastiden im ganzen 
gleichmaBig leuchtend. In ihrem Innern war kein besonders deutlich rot 
leuchiender Bezirk auszumachen. 

Die fluoreszierenden Plastiden waren 0,8 bis 1 u grof. Sie boten das 
gleiche Bild, wie es auf den Abb. 11 und 12 dargestellt ist. Obwohl ich im 
Gebiet der zweiten und dritten Blattanlage viele Dauerbeobachtungen 
durchfiihrte, die sich bis zu drei Tagen ausdehnten, konnte ich den direkten 
Ubergang eines farblosen Plasmaeinschlusses zum chlorophyllhaltigen rot- 
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fluoreszierenden Plastiden nicht beobachten. Dabei blieben die Zellen so- 
wohl tags wie nachts nicht linger als vier Stunden ohne Beobachtung. 

Im Bereich der fiinften Blattanlage wollte ich versuchen, die bei den 
Untersuchungen abgetrennter Vegetationskegel gefundenen Chlorophyll- 
verteilungen in den Plastiden langer zu beobachten. Die Dauerbeobachtung 
einzelner Zellorganellen in den Zellen der fiinften Blattanlage war durch 
eine merkliche Plasmabewegung und somit Verlagerung der Plasmaein- 
schliisse gestért. Ein Plastid, dessen Beobachiung fiir zwei bis drei Stunden 
unterbrochen wurde, war nicht mii Sicherheit wiederzufinden. Eine un- 
unterbrochene Betrachtung der Zellen war aus technischen Griinden nicht 
moglich, auferdem lie® die Empfindlichkeit der Augen bei langeren Unter- 


aan Ce 
Abb. 16. Fluoreszierende Plastiden aus der fiinften Blatianlage. 


suchungen mit dem Fluoreszenzmikroskop sehr stark nach. Zudem schien 
auch der lange Einfall hoher Lichtintensitaten die Zellen des sonst durch 
viele Blatter geschiitzten Vegetationskegels mit der Zeit sehr zu _beein- 
trachtigen. Bei eintagigen Dauerbeobachtungen, die nur durch kleine 
Pausen unterbrochen wurden, konnte jedoch folgendes beobachtet werden: 

Wie die Abb. 13 schon zeigte, ist in der fiinften Blattanlage eine Reihe 
von Plastiden vorhanden, die nicht mehr gleichmaéfig auf der gesamten 
Flache fluoreszieren, sondern hell leuchtende Zentren neben dunkleren 
Zonen besitzen. Die zwei Zentren, in denen das Chlorophyll nach Ausweis 
der Fluoreszenz vorlag, entfernten sich voneinander, indem die nichtleuch- 
tende Briicke zwischen ihnen allmahlich gréRer zu werden schien. Die Ein- 
zelgréRe der fluoreszierenden Bezirke betrug im allgemeinen 0,8 und 0,9 yw, 
war also den Durchmessern der zuerst fluoreszierenden gesamten Plastiden 
der dritten Blattanlage mehr oder weniger gleich. Die Entfernung zwischen 
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den fluoreszierenden Kérperchen wuchs im Laufe von zehn Stunden auf 
0.9 bis 1,3 « an. Dann trennien sich die chlorophyllfiihrenden Bezirke ganz 
voneinander und wurden zwei selbstandige Kérperchen. Auf der Abb. 16 
sind mehrere Plastiden in verschiedenen Stadien zur gleichen Zeit zufallig 
nebeneinander vorhanden. Pfeil 1 deutet auf einen Plastiden, dessen Chloro- 
phyll erst kaum aufgeteilt 
ist. Bei Pfeil 2 liegt ein Pla- 
stid, bei dem zwischen den 
nicht gleichmafig stark fluo- 
reszierenden Bezirken schon 
deutlich eine dunkle Zone 
erkennbar ist. Bei Pfeil 3 
ist die nicht leuchtende 
Briicke ebenso grof wie der 
Durchmesser der leuchten- 
den Bezirke. 
Ich erhoffte, nun auch 
Dauerbeobachtungen der 
Chlorophyllaufteilung — in- 
nerhalb eines Plasiiden, 
ohne daf eine Teilung des 
ganzen Plastiden folgte, 
durchfiihren zu kénnen. Wie 
die Abb. 15 zeigte, gibt es 
in der sechsten Blattanlage 
vereinzelt Plastiden, deren 
Fluoreszenz schon in meh- 
rere Areale aufgeteilt er- 
scheint. Im Gebiet der fiinf- 
ten und sechsten Blattan- 
lage war der Aufteilungs- 
vorgang zur Hauptsache also F “a 
zu suchen. Es gelang mir Abb. 17. Fluoreszierende Chloroplasten aus einem 
trotz zahlreicher Versuche 0,6mm langen Elodea-Blait. 
nicht, den Mechanismus der 
Chlorophyllaufteilung in einem Plastiden zu verfolgen. Wie die Aufteilung 
und die Bildung von Granasiaulen vor sich geht, konnte ich weder in der 
sechsten noch in den nachsten Blattanlagen in vivo beobachten. 


Kine Dauerbeobachtung ist in den nachst alteren Blattanlagen kaum 
mehr durchzufiihren, da starkes Streckungswachstum der Zellen und Blatt- 
chen immer mehr hindert. Jedoch ist festzustellen, da die Zahl der fluores- 
zierenden Bezirke, die Zahl der Grana also, sich vergréfert. Gleichzeitig 
wird die farblose Stromasubstanz immer mehr und deutlicher sichtbar. In 
kleinen, etwa 0,6mm langen Blattchen ist die Differenzierung in Stroma 
und Grana schon so deutlich, da sie sich ohne allzu groe Schwierigkeiten 
photographisch festlegen laBt. Die Abb. 17 zeigt solche Chloroplasten. Die 
Granadurchmesser liegen im allgemeinen zwischen 0,7 und 0,9 u. 
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Diskussion zur Entwicklung der Chloroplasten 


Aus den Untersuchungen des Vegetationskegels von Elodea canadensis 
ist iiber die Entstehung und Entwicklung der Chloroplasten noch kein 
endgiiltiges Bild zu geben. 

Es war nicht méglich. bei der Vitalbeobachtung inmitten der sonstigen 
Plasmaeinschliisse einwandfrei die ersten Friihstadien der Chloroplasten 
als solche zu erkennen und zu verfolgen. Wenn auch mit Rhodamin B K6r- 
perchen im Plasma zu farben sind, die in GréRe und Gestalt den ersten 
chlorophyllhaltigen Plastiden ahnlich sind, so ist doch der exakte Beweis 
eines Uberganges farbbarer Plasmaeinschliisse in fluoreszierende Plastiden 
nicht erbracht worden. Das Schwergewicht der Beurteilung der Friihstadien 
in lebenden Meristemen lag also auf der Beobachtung eben ergriinter Pla- 
stiden. Hierbei wurde von dem sehr empfindlichen Nachweis von kleinen 
Mengen Chlorophyll durch Fluoreszenz weitgehend Gebrauch gemacht. Die 
zuerst fluoreszierenden kugelahnlichen Plastiden trugen das Chlorophyll 
gleichmaBig in sich verteilt und hatten Durchmesser, die denen der Grana 
in erwachsenen Chloroplasten ahnlich waren. Das Vorhandensein einer nur 
allein fluoreszierenden Scheibe in ihrem Innern konnte nicht fesigestellt 
werden. Auch bei meinen Untersuchungen an Impatiens parviflora, bei 
denen durch Eisenmangel eine Hemmung der Chloroplastenausbildung er- 
zeugt wurde, war der zuerst Chlorophyll fiihrende Kérper nicht scheiben- 
formig, sondern kugelartig. Doch ist dabei zu erwahnen, daf es fraglich ist, 
ob der durch Mangelfaktoren gehemmte Chloroplast den gleichen Entwick- 
lungsgang nimmt wie derjenige in normalen meristematischen Geweben. 

Es ist sehr schwierig, aus den bei Elodea canadensis gemachien Beob- 
achtungen eine klare Darstellung der Chloroplastenentwicklung zu folgern. 
Daher soll nur versucht werden, eine Deutung fiir die festgestellten Er- 
scheinungen zu geben, die nicht den Anspruch erhebt, unbedingt dem wirk- 
lichen Entwicklungsverlauf gleich zu sein. Der zuerst fluoreszierende Pla- 
stid kénnte neben geringen Mengen Membran- und Stromasubstanz zur 
Hauptsache nur aus chloropkyllfiihrender Substanz bestehen, wobei diese 
mit Granasubstanz wohl gleichzusetzen ist. Nach vorherigem GréRerwerden 
wird diese aufgeteilt und durch Stromasubstanz getrennt. die durch ,,inter- 
kalares* Wachstum (s. a. Kolkwitz 1899) an Masse zunimmt und die 
Grana auseinanderdringt. Dieser Vorgang, der besonders in der fiinften 
und sechsten Blattanlage zu beobachien war, scheint also eine zahlenmafige 
Vermehrung der Plastiden darzustellen, die sich schon friih einschaltet. 

Das Auftreten mehrerer fluoreszierender Bezirke im jungen Plastiden 
kénnte durch ungleichmaBige Verteilung der chlorophyllfiihrenden Sub- 
stanz innerhalb des an Masse ebenfalls zunehmenden Stroma erklart wer- 
den. UngleichmafRig deshalb, weil die GréRe der Bezirke und die Intensitit 
der Fluoreszenz haufig nicht gleich sind. Ebenso sind auch die Grana er- 
wachsener Chloroplasten nicht alle untereinander gleich. Dabei scheinen 
auch diese zahlreicheren Areale zuerst noch kugelartige Gestalt zu besitzen. 
Die Entstehung der Granasiulen kénnte dann vielleicht wie folgt erklart 
werden: 
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Innerhalb der chlorophylifiihrenden Substanz beginnen submikroskopi- 
sche ,,Stromaschichten“ an Dicke zuzunehmen, wobei sie erstere in Scheiben 
aufspalten, die wiederum selbst auch einen Zuwadbs erfahren. Diese Schei- 
ben, die Grana, sind im erwachsenen Chloroplasten dann zu mehr oder 
weniger deutlichen Saéulen geordnet. Wenn der Ausdruck Primargranum 
angewendet werden soll, dann mii&te, den Beobachtungen an Elodea cana- 
densis nach, damit der ganze kugelaihnliche Komplex bezeichnet werden, 
der in seiner Gesamtheit nach Ausweis der Fluoreszenz zuerst das Chloro- 
phyll enthalt. 


Zusammenfassung 


1. Die Grana in den erwachsenen Chloroplasten héherer Pflanzen sind 
in mehr oder weniger schrag stehenden Saulen angeordnet. Dies Bauprinzip 
wurde bei mehreren héheren Pflanzen durch Photographieren und Messun- 
gen bestitigt. 

2. Bei der Vitalbeobachtung von Meristemen konnten farblose Pro- 
plastiden nicht mit Sicherheit als solche erkannt und verfolgt werden. 

3. Im Vegetationskegel von Elodea canadensis ist in den Plastiden aus 
dem Gebiet der dritten Blattanlage zuerst Chlorophyll nachweisbar. 

4. Das Vorhandensein eines scheibenférmigen Primargranums in den 
jiingsten Chloroplastenstadien konnte nicht festgestellt werden. 

5. In der fiinften und sechsten Blattanlage von Elodea canadensis ist 
eine Vermehrung der Plastiden zu beobachten. Die Aufteilung des Chloro- 
phylls beginnt vereinzelt schon in der vierten, meist in der fiinften und 


sechsten Blattanlage. Der Mechanismus der Aufteilung konnte noch nicht 
geklart werden. 
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Some of the micellar components of Physarum polycephalum, a myxo- 
mycete which has long served science as a classic material for protoplasmic 
study, can now be revealed by means of the electron microscope. Unlike 
some of the other plant protoplasms which have been studied so far, this 
material shows the presence of sub-microscopic fibrillae, in addition to the 
numerous particulate morphological entities reported earlier (Sponsler 
and Bath 1953) and discussed here in more detail. 


The Physarum polycephalum used in this study was grown on oatmeal 
agar at a pH of about 6. Under these conditions it forms a network 
(Seifriz 1936) the strands of which are a light yellow color (S eifriz 
and Zetzmann 1935). The veins of this plasmodial network consist of a 
gelaited outer portion (Lewis 1942) and a fluid streaming inner portion. 
At the advancing border of the plasmodium the outer relatively hyaline 
region is semi-fluid. The fluid inner portion contains numerous ovoid 
nuclei, small vacuoles, pigment granules and myriads of fine granules 
extending in size down into the submicroscopic region (Moore 1933). The 
microscopic appearance of this material has been well-described elsewhere 
(Camp 1937, Lewis 1942, Chambers 1943, Moore 1933, Cowdry 1918. 
Seifriz 1936). 

In preparing the samples for study with the electron microscope the 
following simple procedure was used. A small fragment of active plas- 
modium was taken up on the tip of a needle, preferably from a portion 
which had grown up off of the agar on to the glass of the culture vessel. 


1 Deceased March 14, 1953. 
* Also in the Dept. of Biophysics. School of Medicine. 
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or better still a portion hanging suspended in the vessel. This small bit 
of plasmodium was next gently dispersed in either a droplet of water or of 
physiological saline. This served to suspend the microscopic granules as 
well as the submicroscopic components of the protoplasm. This suspension 
was allowed to stand for several minutes in contact with a parlodion- 
coated electron microscope screen. The excess material was then removed, 
and the sample was dried prior to study with the Electron Microscope* 
(R.C. A. Type E. M. U.). 
Ii is obvious that a procedure such as this destroys the overall proto- 
plasmic organization (Cohn 1942), but it seems to leave relatively intact 
the micellar components, and _ it 
was these to which our attention was 
directed. 

In the other plant protoplasmic 
materials which we had studied so 
far no evidence of fibrillar units had 
been found, although these had been 
postulated earlier by various wor- 
kers on tne basis of certain physical 
properties of protoplasm (Frey- 
Wyssling 1938, Seifriz 1936). 
We did, however, observe fibrous 
sub-microscopic components in the 
Physarum polycephalum maierial. 
A representative sample of these 
fibrillae is shown in Fig. 1. In gene- 
ral these fibrillae ranged around 

Fig. 1. Submicroscopic fibrillae from 500-600 A in diameter. They ap- 
Physarum polycephalum plasmodium. peared to be of indefinite length. 
Total magnification is equal to 17.000 X. Concerning their chemical com- 
position nothing is known as yet. It is 
possible that these fibrillae are to be related to the actomyosin-like proteins 
recently extracted from Physarum polycephalum (Loewy 1952). Poly- 
saccharides are known to be present in the slime mould plasmodium, and 
with Ruthenium Red the presence of a pectin-like core can be demon- 
strated in the plasmodial track: hence the fibrillae might be (1) poly- 
saccharide (2) protein or (3) a polysaccharide-protein complex. (Although 
nucleoproteins or lipoproteins are by no means to be excluded.) Further 
electron microscope studies in conjunction with microchemical techniques 
would be useful to ascertain their chemical nature. It would also be inter- 
esting to know whether these fibrillae were originally associated with the 
outer gelated region or the inner fluid region of the protoplasm, or perhaps 
both; or perhaps are to be related to the extraneous mucoid material 
which marks the track of the receding plasmodium (Chambers 1943). 


% We are indebted to Mr. Henry Froula, College of Engineering at the Uni- 
versity of California, Los Angeles, for the maintenance of this instrument. 
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Studies of fixed and sectioned plasmodial material would be useful in 
answering this question. 

As in other types of plant protoplasms the predominant micellar com- 
ponents are particulate in nature, ranging in size from microscopically- 
visible particles to those at the molecular-micellar borderline, with the 
very minute particles being most numerous. As in other plant proto- 
plasms the micellar particles include a great variety of morphological 
entities (Sponsler and Bath 1953). A few representative types are 
shown in the following figures. 

Certain of the largest particles were of considerable interest to us, 
particularly because of their internal structure. These often appeared to 


Fig. 2. (a) Particle with dense bodies in its interior. Total magnification, 42,000 X; 
(b) Similar particle. Magnification, 54,000 X. 


have heavily-scattering particles of uniform size within them, arranged 
in somewhat regular array as shown in Fig. 2a. The dark bodies in Fig. 2a 
are about 1500 A in diameter. The notion at once suggested itself to us 
that these darker bodies within the particle matrix probably contained 
ribo-nucleic acid which has a high density of 1.65 g./cc. (Astbury 1947). 
The regular array of these particles is somewhat suggestive of self- 
reproducing particles. Fig. 2b, unfortunately a poor electron micrograph, 
is introduced merely to show what might be fission of these heavily- 
scattering bodies. On the basis of the observations and considerations just 
mentioned the hypothesis was made that these might be the “plasma- 
genes postulated earlier (Sonneborn 1949). 

Microchemical electron microscope studies were made in an effort to 
ascertain the chemical nature of the heavily-scattering small particles as 
well asthe particle matrix. Suspension of the plasmodial material in 
xylol prior to study with the electron microscope gave large vacuolated 
particles indicating the presence of lipids in the particle matrix. Attempis 
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with ribonuclease were made to test whether the small dark interior par- 


ticles contained ribonucleic acid. 


Fig. 3. Submicroscopic particle with 
internal chambers. Magnification, 


63,600 X. 


respiratory mechanisms with them. 


Fig. 4. 


4 


Results here were inconclusive, however, 


possibly because the enzyme, ribo- 
nuclease, was not able to penetrate 
sufficiently into the particle interior. 

Another type of particle which 
was of considerable interest was the 
type represented in Fig. 3. Here 
the particle appears to have separate 
locules in its interior as well as an 
outer cortical region. Some of the 
partition in the outer cortical region 
are only 100—200 A in thickness. The 
inner locules are of particular inter- 
est because of their possible relation- 
ship to the “reaction chambers” po- 
stulated earlier (Warburg 1913). 
During the past twenty years since 
it became possible to obtain such par- 
ticles “in vitro” (Bensley and 
Hoerr (1934) biochemists (Schnei- 


der 1953) have associated many 


With the advent of the electron micro- 
scope it is now beginning to be possible to provide the framework both 


Particle giving appearance of a spongy net; (a) Magnification, 63,600 X; 


(b) Magnification, 212,000 X. 


micellar (Palade 1953, Sjéstrand 1953, Sponsler and Bath 1953) 
and molecular (Sponsler and Bath 1942, Sponsler and Bath in 
press) with which to associate these mechanisms. 
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Still another version of this type of particle may be seen in Fig. 4a. 
Here instead of fairly well-defined locules the particle appears to contain 
minute compartments which give it the appearance when desiccated of 
a spongy net. The walls of these 
compartments resemble to a certain 
extent the “internal cristae” or par- 
tias partitions described by other 
workers (Palade 1953) for fixed 
and sectioned mitochondria. Fig. 4b 
is an enlargement of a portion of 
the particle shown in Fig. 4a. The 
area indicated by the letters in the 
figure is comparable to the double 
membranes described by other wor- 
kers (Palade 1953, Sjostrand 
1953). The dark outer bands, each 
of 50 A in thickness, are interpreted 
as being protein in nature. The 
lighter inner portion, interpreted Fig. 5. Crescent-shaped submicroscopic 
as being lipid, is about 100A in particle with interior chambers. Magnifi- 
thickness in the area under considera- cation, 96,750 X. 
tion, thus making the total thickness 
in this area about 200A. This interpretation is based on the relative 
densities of protein (1.3 g./ec.) and lipid (0.9 g./ec.). 


Fig. 6. Linear particle. Magnification, Fig. 7. Large particle containing many 
83,000 X. smaller particles. Magnification. 
26,280 X. 


A shape variation of this type of structure is seen in the crescent 
particle in Fig.5. It is often not possible at this preliminary stage in the 
investigation of the various forms of submicroscopic particles to say 
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whether a form is a different type of structure or a different developmental 
stage of one particular type. Such a form as seen in Fig.5 might be 
similar to the crescent-shaped degenerative mitochondria reported by cer- 
tain workers (Harmon 1953). 

Although many of the particles appear to be spheroidal in shape, 
occasionally rod-like particles are found. Fig. 6 shows one of these found 
in a mass of plasmodium in what might best be described as a presclerotial 
stage of activity. There appears to be linear alternation of light and dark 
portions. The dark portions are 50 A across, and the intermediate lighter 
portions are 100 A across. The total dark-light-dark-light-dark pattern is 
350A across. 

Other particles as in Fig.7 appear to be aggregates of various smaller 
particles, either of the same size or of different sizes. 

An unusual type of structure is that seen in Fig. 8. This particular 
particle was found in a plasmodium which was in a presclerotial stage. 


Fig. 8. Intermediate form between particle and fibril. Magnification, 27,040 X. 


although somewhat similar particles were observed in more active plas- 
modia. The figure shows a particle body with fibrillar portions extending 
outward away from the body. The fibrillar portions are around 1000 A 
in cross section. The dark particle in the interior of the particle body 
is about 1400 A in diameter. The structure shown in the figure seems to 
be intermediate in nature between a particle and a fibril, and it is possible 
thai it represents a stage in either particle or fibril development. 


As we observe these dried remnants of protoplasmic entities we should 
probably realize that in the living protoplasm, if we could but observe 
them, we would find that just as with the visible mitochondria they would 
at times exhibit great physical activity and at other times appear to be at 
rest. Observing them for longer periods of time we might find them to 
develop from one morphological form to another. All of these changes 
in form on a micellar level undoubtedly reflect concomitant changes on 
a molecular level. 

On viewing the structures described here we cannot help but feel that 
the electron microscope is providing the visual-minded biologist with a tool 
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which is potentially as revealing as the light microscope has been in 
Cytology during the past one hundred years or so. With this new tool 
the micellar range of structure has opened up far more rapidly than had 
been dreamed possible twenty years ago. Many questions remain, ho- 
wever; not the least among them are: (1) how are these morphological 
entities with their specific organizations synthesized (2) are there various 
stages of particle development (3) what is their role in the evolutionary 
scheme of things or how have they evolved (4) what is their relation to 
latent viruses etc. (5) what are their electrical properties and what 
kinds of organized patterns do they form with one another in the hydrated 
living protoplasm? 

This latter point brings up one of the most interesting approaches to 
the reality of living material. After all, the particles that we view in the 
electron microscope are mostly space and a rather special array of the 
fundamental units of matter, protons, electrons and neutrons. Rough com- 
putations show that even in a very minute particle only 100 A in diameter 
we are observing a structure, which, if we were to approximate reality in 
our thinking, should be thought of as consisting of perhaps several hundred 
thousand such entities organized in a special way to give the form which 
we perceive. 
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Rasche Bildung von Entmischungskérpern in Zellsaften 
von Buxus sempervirens 


Von 
Assunta Flasch und Helmut Kinzel 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingelangt am 22. Januar 1954) 


Allbekannt und viel bearbeitet sind die schénen Entmischungskugeln, 
die in vielen pflanzlichen Zellsaften bei der Speicherung basischer Farb- 
stoffe auftreten. Es seien nur die Namen Pfeffer (1886), Guilliermond 
(1902), Gicklhorn (1929), Weber (1930) und Hartel (1953) genannt. Im 
iibrigen sei auf die ausfiihrliche Besprechung bei Kiister 1951: 508 ff. 
verwiesen. — Ein anderes Phanomen, das mit dem erstgenannten rein auBer- 
lich eine gewisse Ahnlichkeit aufweisen kann, ist die Synarese von Vakuo- 
len bei Vitalfarbung (Weber 1934), die in einer Scheidung des Vakuolen- 
inhaltes in eine feste und eine fliissige Phase besteht (Hofmeister 1940). 
Sehr ahnliche Vorginge lassen sich auch durch Behandlung entsprechend 
kolloidhiltiger Vakuolen, so von Cerinthe-Bliitenzellen, mit Sauren hervor- 
rufen (Kenda und Weber 1952, Weber und Kenda 1952, Hartel 1952). 


In diesen Komplex von Erscheinungen sind auch die hier wiederge- 
gebenen Beobachtungen zu stellen, wenn sie auch mit keinem der aus der 
Literatur bekannten Vorginge vollig identisch zu sein scheinen. Es handelt 
sich um Beobachtungen, die an den Epidermiszellen der Blattunterseite von 
Buxus sempervirens bei Einwirkung starker Salzlésungen und bei Vital- 
farbung gemacht wurden. 


Da sich die Vorginge in vitalgefirbien Zellen genauer und besser beob- 
achten lassen, stellen wir die Versuche mit ueutralrotgefarbten Schnitten 
an den Beginn. 


Flichenschnitie der Blattunterseite werden in einer Neutralrotlésung 
1: 10.000 in Wiener Leitungswasser (pH 7,7) 10 Minuten gefarbt. Die 
Epidermiszellen zeigen ausgesprochen violetitrote Farbung der Vakuolen. 
Auffallend sind die vor allem in den Schliefzellen der Spaltéffnungen be- 
findlichen Oltropfen, die als helle Kugeln gegen den gefarbten Zellsaft 
stark abstechen. 





Flasch und Kinzel: Rasche Bildung von Entmischungskérpern in Zellsiiften 267 


Der Schnitt wird nun in einer 2 mol KNO,-Lésung vorplasmolysiert und 
in eine 2mol KCNS-Lésung iibertragen. Im Normalfall, d. h. in den 
meisten Zellen Jaft sich nun folgendes beobachten: Zuerst tritt rasche 
Degeneration des Plasmas ein, da das Kaliumrhodanid die starkste quel- 
lende Wirkung auf die Plasmakolloide entfaltet (Strugger 1932). Nur 
die rot gefarbte, vom Tonoplasten umhiillte Vakuole bleibt erhalten. 
Nach einiger Zeit (ungefahr 2 Minuten) platzt auch der Tonoplast, ein 
Teil des Farbstoffes tritt aus, der Rest der Vakuole aber schrumpft unter 
merkwiirdigen, ruckartigen Bewegungen rasch zusammen und ein 
rotgefarbter, kugeliger fester Kérper (meist in Einzahl, manch- 
mal auch in Mehrzahl) bleibt zuriick (Abb. 1*). Einige Zellen verhalten 
sich jedoch anders, und es 
lassen sich zwei atypi- 
sche Fille beobachten: 

a) Es kann vorkommen, 

da schon vor dem Plat- 

zen des Tonoplasten sich 

ein rotgefarbter Entmi- 

schungskérper innerhalb 

einer schwach gefarbten 

waRrigen Phase bildei. 

Diese Erscheinung  er- 

innert etwas an die Syni- 

rese (Weber 1934), da 

sich der Entmischungs- 

kérper vom Rand der 

Vakuole her langsam un- Abb. 1. Epidermis der Blattunterseite von Buxus 
ter Austritt von waiBriger sempervirens. Endstadium nach Vita!farbung und 
Fliissigkeit zuriickzieht. achfolgender Behandlung mit 2 Mol KCNS. Proto- 
Beim endlichen, vélligen plasten tot. Feste, rotgefarbte Entmischungskugeln 
Platzen des Tonoplasten sind zuriickgeblieben. 

schrumpft dann _ dieser 

Korper unter Hin- und Herbewegungen weiter zusammen. Es kann sich auch 
eine Vielzahl von Entmischungstropfen in der Vakuole bilden, aber seltener. 
b) Es kommt auch vor, daf sich die schwach gefarbte waBrige Phase in Form 
von Tropfen aus dem Vakuoleninhalt ausscheidet und von der stark gefarb- 
ten Phase umschlossen wird. Dann tritt beim Platzen des Tonoplasten auch 
die schwach gefarbte Fliissigkeit ins Freie, und die stark gefirbte Phase 
verfestigt sich und bleibt zuriick. 

Zur Konirolle wurden gefirbte Schnitte auch mit 2 mol CaCl, und 
2mol KNO, plasmolysiert. Dabei zeigt sich in vielen Zellen starke Plas- 
molyse, nur selten kommt es zu Entmischungen. Die merkwiirdigen festen 
Riickstande konnten hier natiirlich nicht beobachtet werden, weil es ja bei 
den anderen Salzen nicht zur Degeneration des Plasmas kommt. 

Der beschriebene Vorgang tritt iibrigens nicht nur an gefarbten, sondern 
auch an ungefarbten Zellen auf. Der ganze Vorgang vollzieht sich aber hier 
bedeutend langsamer. Wird ein ungefarbter Schnitt der Blattunterseite mit 
einer 2 mol KNO,-Lésung vorplasmolysiert und darauf in eine 4mol KCNS- 


1 Fiir die Herstellung der Photographie sei Herrn Dr. W. Url herzlich gedankt. 
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Lésung iibertragen, dann zieht sich der Zellinhalt rasch weiter zusammen 
und rundet sich besser. Es tritt Kappenplasmolyse mit Ubergang zur Tono- 
plastenplasmolyse ein. Nach etwa 10 Sekunden ist in vielen Zellen das 
Plasma bereits verquollen, nur der Tonoplast bleibt erhalten. Nach 45 Se- 
kunden zeigt sich in einzelnen Vakuolen eine kérnige Struktur (feine Ent- 
mischung?) und Trépfchenbildung. Wenn eine Vakuole mit kérniger Struk- 
tur platzt, lést sich die Struktur oft auf und es bleibt kein Rest erhalten. 
In anderen Fallen wird unmittelbar innerhalb des Tonoplasien eine zu 
diesem parallel verlaufende neue Phasengrenzflache sichtbar, die sich lang- 
sam ins Innere der Vakuole zuriickzieht, so dafi eine einheitliche neue Ent- 
mischungsphase entsteht, die zuerst die Umrisse des Tonoplasten besitzt 
und sich im Verlauf der weiteren Kontraktion abrundet, wobei etwa vorher 
in der Vakuole vorhandene Trépfchenniederschlage verschwinden. — 
SchlieBlich platzt der Tonoplast, die Entmischungskugel dehnt sich im ersten 
Augenblick etwas aus und schrumpft dann auf ein noch kleineres Volumen 
als vorher ein, wobei sie ein runzeliges Aussehen annimmt. Es kommt auch 
vor, da die entstehenden Kérper Hohlraiume zu enthalten scheinen. Nach 
ungefahr 12 Minuten isi der Vorgang in allen Zellen beendet. Er dauert 
hier trotz héherer Molaritaét der Salzlésung fast doppelt so lang als in 
vitalgefarbten Zellen. 

Zum Vergleich wurden auch Schnitte in Akridinorange pH 8,0 gefirbt. 
mit 2mol KCNS plasmolysiert und sowohl im Hellfeld- als auch im Fluo- 
reszenzmikroskop untersucht. In den Zellen lieBen sich nun die gleichen 
Vorginge mit den verschiedenen Variationen wie in den mit Neutralrot 
gefarbten Schnitten becbachten, nur zeigen die meist griin fluoreszierenden 
Vakuolen bei der Degeneration des Tonoplasten einen Farbumschlag nach 
Rot und hinterlassen schén rot fluoreszierende Kugeln. 


Daf die Vakuole der Epidermiszellen von Buxus sempervirens an win- 
terlichem Material auferordentlich reich an Inhaltsstoffen ist, beweist schon 
der hohe osmotische Wert. (Mit 2mol TRBZ-Lésung wird sehr schwache 
Plasmolyse, die beinahe noch als Grenzplasmolyse zu werten ist, erhalten.) 
Weiters geht die Tatsache aus dem firberischen Verhalten hervor. Mit 
Neutralrot farben sich die Zellsifte wie die meisten vollen Zellsafte (H6 f- 
ler 1949, Wiesner 1951) violett: ein ahnlicher Farbton tritt iibrigens auch 
bei Farbung mit Rhodamin B auf. So starke Metachromasie mit Rhoda- 
min B ist auch unter vollen Zellsiften nur selten. (Der allgemeine Fall bei 
Rhodaminfarbung an vollen Zellsaften ist entweder diffuse Rotfairbung 
oder Ausfallung.) Interessant ist auch die Fluoreszenz der rhodamingefirb- 
ten Schnitte. Sie zeigt im Gegensatz zu der gewohnlichen gelben Rhodamin- 
fluoreszenz einen sonst ungewohnten rétlichen Ton. 

Bei der Einengung eines so substanzreichen Zellsaftes kénnen Ent- 
mischungsvorgiange nicht iiberraschen. Solche treten hier auch an ungefarb- 
ten Zellen ein, was sonst seltener der Fall sein diirfte. Neu und vorlaufig 
unerklarlich ist die Verfestigung des Entmischungskérpers beim Platzen 
des Tonoplasten, also gerade in dem Augenblick, in dem fiir die im Zellsaft 
enthaltenen Stoffe die Méglichkeit zur Abdiffusion hergestellt wird und am 
ehesten eine Auflésung der Entmischungskérper zu erwarten ware. 

Noch eine Besonderheit zeigen die Epidermiszellen bei Farbung mit 
Akridinorange. Nach 15 Minuten Farbezeit in einer Farblésung von pH 8,0 
(1: 10.000) zeigen die Zellen im Hellfeldmikroskop die bekannte blafgelbe 
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diffuse Vakuolenfiarbung. In einigen Zellen jedoch laBt sich ein netzférmi- 
ger oder rundlicher, unbestimmt begrenzter Kérper von zartfidiger Struk- 
tur, der rotorange angefarbt ist, beobachten (Abb. 2)?. Der Zellsaft dieser 
betreffenden Zellen ist farblos oder schwicher gefirbt als der der iibrigen 
Zellen. — Im Fluoreszenzmikroskop zeigen die diffus gefarbten Zellen 
griine, einige auch rote Fluoreszenz. (Die Ursache der Buntfairbung an 
diesem Objekt ist noch ungeklart.) Die im Hellfeld rot gefarbten 
Kérper zeigen jedoch intensive grellgelbe Fluoreszenz. In 
jeder Zelle erscheint der ungefarbte 
Zellkern im UV-Licht als schwarzes 
» Loch“. 

Diese gelb fluoreszierenden Ge- 
bilde in den Zellen sind keine post- 
mortale Erscheinung, die Zellen las- 
sen sich namlich mit 2 mol Trauben- 
zuckerlésung plasmolysieren. Bei 
Behandlung dieser Zellen mit 2 mol 
KCNS werden die gelb fluoreszie- 
renden Ko6rper plétzlich dunkelrot. 

Diese im Hellfeld rotorange er- 
scheinenden netz- oder sternférmi- 
gen Gebilde sind vermutlich auf In- 
haltsstoffe in der Vakuole zuriickzu- 
fiihren und werden bei der Farbung 
erst einige Zeit nach der Diffusfar- 
bung der Vakuolen sichtbar. 

Solche Gelbfluoreszenz bei Fiar- 
bung mit Akridinorange ist schon 
von mehreren Autoren beobachtet 
worden. Héfler und Pecksieder 
(1947) sahen sie als Ubergang zwi- 
schen griiner und roter Zellwand- 
farbung bei Behandlung von Pilz- 
zellwanden mit Akridinorangelésun- 
gen gestuften pH-Wertes. Héfler *° ; pis ‘ ; 
(1947) beschrieb bei gewissen Ne- Farbung mit Akridinorange. Eigenartig 
krosestadien von Mooszellen sowie &*formte. im Hellfeld rotorange ge- 

sacs 3 farbte, im UV-Licht grellgelb fluores- 
an geschadigten Wundrandzellen in ; ak, 
der Aufenepidermis von Allium sicrene- Sepa: 
cepa Gelbfluoreszenz des Zellsaftes 
mit Akridinorange. Hartel (1951) sah bei Pirola grellgelb fluoreszierende 
Membranen. Kinzel (1953) beobachtete an Wattefasern solche Gelbfarbung 
als Ubergang zwischen der Griinfarbung in stark sauren bzw. salzhaltigen 
Lésungen und der Rotfarbung in neutralen bzw. schwach salzhaltigen L6- 
sungen. 


Y 


Abb. 2. Epidermis der Blattunterseite 
von Buxus sempervirens nach langerer 


* Die Haufigkeit des Vorkommens sowie auch die Form der Ké6rper variieren 
recht stark. (Die Abb. gibt einen der beobachteten Fille wieder.) Stets sind sie aber 
im Fluoreszenzmikroskop, auch bei schwacher Vergréferung, an ihrem intensiven 
gelben Leuchten kenntlich. 
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In der vorliegenden Arbeit diirfte neben den von Héfler 1947 beob- 
achieten Erscheinungen erstmalig eine solche Gelbfluoreszenz mit Akridin- 
orange an Zellbestandteilen, die innerhalb des Protoplasten liegen, be- 
schrieben worden sein. Wahrend die Deutung der Rot- und Griinmetachro- 
masie in vielen Fallen geklart ist, ist die Deutung der gelben Fluoreszenz- 
farben, zumindest soweit sie nicht als Ubergang zwischen Griin und Rot 
auftreten, noch nicht vollig iiberblickbar. 


Zusammenfassung 


Die Zellen der unteren Blattepidermis von Buxus sempervirens zeigen 
bei Behandlung mit starken (2—4 mol) KCNS-Lésungen nicht blof die be- 
kannten Erscheinungen der Kappen- und Tonoplastenplasmolyse, sondern 
es treten verschiedene Enimischungen in der Vakuole auf, und schlieflich 
bleibt nach dem Platzen des Tonoplasten ein kugeliger, fester Kérper 
in der Zelle als Riickstand liegen. Besser lassen sich diese Vorginge an 
vitalgefarbten Zellen beobachten. Der Entmischungskérper behalt in diesem 
Falle den gréften Teil des vorher von der Vakuole gespeicherten Farb- 
stoffes in sich eingeschlossen. 

Bei Farbung der Zellen mit Akridinorange pH 8,0, 1 : 10.000, kommt es 
zunachst zur gewohnten Diffusfarbung, nach etwa 15 Minuten Farbezeit 
iritt jedoch in manchen Zellen ein rotorange gefarbtes netzartiges oder 
rundliches Gebilde auf, das im Fluoreszenzmikroskop grellgelb 
fluoresziert. 
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Referate 


Lambertz, Peter: Untersuchungen iiber das Vorkommen von Plasmo- 
desmen in den EpidermisauBenwanden. Mii 28 Textabbildungen. 
Planta 44, 147—190 (1954). 


Verf. bestitigt friihere Beobachtungen von Schumacher und Halbs- 
guth iiber das Vorkommen freier, durch die Zellwand an die Oberflache 
ziehender, plasmatischer Protuberanzen und weist ihre weite Verbreitung 
innerhalb der Angiospermen nach. Die Darstellung solcher Aufenwand- 
plasmodesmen gelingt nur nach Fixierung nach Gilson, wobei dem Hg- 
Zusatz entscheidende Bedeutung zukommt; es wird ein optimal wirkendes 
Fixiergemisch angegeben, bei dem die Essigsiiure der normalen Gilson- 
Lésung durch Holzessig und Formalin ersetzt ist. Zur Farbung eignet sich 
schwefelsaures Pyoktanin. Wesentlich ist, dafi frische und unverletzte 
Organe fixiert werden, an nachtraglich fixierten Schnitten sind Plasmo- 
desmen in den AuBenwianden auch nach vorheriger Tiefkiihlung nicht dar- 
stellbar. Die Plasmodesmen erscheinen als bogen- oder parabelférmige 
Plasmastrukturen, deren Scheitel die Kutikula beriihren, wahrend die 
Enden oft pinselartig zerfranst mit dem Zellinnern zusammenhiangen; oft 
sind in der Aufsicht zwei Miindungen in der Kutikularebene zu beobach- 
ten. Jeder Ast dieser bogenférmigen Strukturen besteht wieder aus zwei 
feinen, parallel laufenden Fiden, ahnlich den Chromatiden eines Chromo- 
soms. — Die friiher beobachtete Launenhaftigkeit des Auftretens von 
Aufenwandplasmodesmen erklart sich daraus, da8 sie nicht bestandig sind. 
sondern je nach Witterung, Tageszeit und Zustand des Blattes verschieden 
zahlreich auftreten. Durch Verdunkeln verschwinden sie reversibel, wih- 
rend sie sich beim Vergilben des Blattes endgiiltig zuriickziehen. Auch bei 
der Plasmolyse werden die Plasmafortsiitze abgerissen oder aus den Kanii- 
len herausgezogen; sie sind offenbar fiir das Festhaften des Protoplasten 
an der Zellwand verantwortlich. Die bei der ZerreiBung sich bildenden 
Fadenstrukturen sind wahrscheinlich mit den Hechtschen Faden iden- 
tisch. — Die vom Verf. beschriebenen und durch ausgezeichnete Mikro- 
photographien dargestellten Plasmodesmen sind denen, die zwei Zellen 
miteinander verbinden, homolog und Verf. tragt daher keine Bedenken, 
auch die Plasmastrukturen der AuBenwinde mit dem gleichen Ausdruck zu 
belegen. (Ganz ahnliche Strukturen finden sich iibrigens auch in den an 
Interzellularen grenzenden Zellwinden.) Es liegt auf der Hand, daf die 
Aufenwandplasmodesmen von besonderer Bedeutung fiir die Stoffaufnahme 
und -abgabe (es sei hier nur an die wandstandigen Lipoide Hansteen- 

‘ranners erinnert), fiir die Kutikulartranspiration sowie fiir die Reiz- 
physiologie sein miissen. 


O. Hartel (Graz). 
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Das vorliegende Werk ist im wesentlichen eine erweiterte Ausarbeitung einer bereits mehr- 
mals gehaltexen zweisemestrigen Vorlesung iiber Enzymologie fiir fortgeschrittene Hérer 
der Chemie. Die Ergainzungen betreffen vor allem eine sehr ausfiihrliche Zitierung der 
Originalliteratur sowie solcher Teile, welche das Buch fiir Biologen und Mediziner wert- 
voller machen sollen. Die gewahlte Darstellung setzt eine gewisse Vorbildung voraus, 
diirfte aber dem im Titel genannten Leserkreis ohne weiteres verstindlich sein. 


Im ersten Teil des Buches wird die allgemeine Enzymologie abgehandelt; es folgt dann 
die Besprechung der einzelnen Enzyme unter besonderer Betonung der Vielfalt enzym- 
katalysierter Vorginge und zum Abschlu8 eine kurze Darstellung des Zusammenwirkens 
der Enzyme im Intermediarstoffwechsel. In allen Teilen des Buches wird versucht, die 
biologische Bedeutung der berichteten Tatsachen herauszuarbeiten. Bei der speziellen Be- 
handlung der einzelnen Enzyme wird auch oft auf eine etwaige technische Verwendung 
Bezug genommen. Die Methodik wird soweit behandelt, da der Leser eine Vorstellung 
dariiber erhalt, wie die berichteten Ergebnisse erarbeitet wurden. 


Der Verfasser bedient sich einer von ihm selbst ausgearbeiteten und bereits in der Fach- 
literatur veréffentlichten Systematik und Nomenklatur der Enzyme, die rationeller und 
konsequenter ist als die bisherige Ubung. Der Grund fiir diese Neuerung ist die wohl 
allgemeine Lehrerfahrung, wie sehr eine konsequente und deskriptive Nomenklatur dem 
Studenten das Eindringen in ein Gebiet erleichtert. Damit abér der Leser die volle Még- 
lichkeit rascher Orientierung in der gesamten iibrigen Literatur erhalt, wird den neu- 
gepragten Enzymbezeichnungen stets der traditionelle Name in Klammer und Kursivschrift 
beigefiigt. Als weitere Neuerung wird in der Darstellung konsequent der wohl unbestrittenen 
Tatsache Rechnung getragen, daf Enzyme gleicher Spezifitat, die aus den verschiedenen 
Organismenarten stammen, als chemisch voneinander verschiedene Stoffe anzusehen sind. 


Die Fachliteratur wurde bis zum Ende des Jahres 1953 beriicksichtigt, so da8 das Werk 
weitgehend den neuesten Stand der Forschung darstellt. 
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